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RESUMEN

La necesidad de controlar las esporas bacterianas que resultan de la resistencia de las
bacterias a diferentes condiciones (temperatura, salinidad, pH) ha derivado en el estudio de
su composicion elemental. Dado que los diferentes analitos se encuentren a tan baja
concentracién, se debe recurrir a técnicas analiticas con las prestaciones analiticas
adecuadas (bajos limites de deteccidn y gran rango lineal) como ICP-MS (por sus siglas en
inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Concretamente, se ha usado
SC-ICP-MS (por sus siglas en inglés Single Cell Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) por la gran ventaja que supone el conocimiento célula a célula para abordar
esta situacion, siendo esta técnica muy novedosa en este campo de estudio para este

propésito.

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar un método de analisis que permita
caracterizar la composicion elemental de las esporas individuales mediante SC-ICP-MS v,
tras seleccionar los parametros adecuados, validarlo mediante la medida de las mismas
muestras por el modo convencional de ICP-MS. Ademas, debe determinarse si la utilizacion

de un tampon modifica los resultados obtenidos.

Mediante un ICP-MS NexION 5000 (PerkinElmer, Waltham, MA, EEUU) se han medido
diferentes disoluciones para preparar rectas de calibrado conteniendo Mn, Mg, Ca y Zn
como los analitos de interés y dos muestras de esporas bacterianas (Unicamente una ha

seguido un proceso de lavado con tampon).

Se ha observado que para SC-ICP-MS no parece necesario el tampon por la gran dilucién
aplicada para realizar determinaciones por esta técnica. Por otro lado, para el modo
convencional si parece necesario y mientras que reduce el contenido de Mg y Zn, debe
haber una contaminacién de Ca puesto que aumenta. Como los resultados obtenidos entre
ambos modos atendiendo al Mg y Zn no son significativamente diferentes, se ha conseguido

la dificil validacion del método desarrollado en este trabajo.



SUMMARY

The need to control the bacterial spores that result from the resistance of bacteria to different
conditions (temperature, salinity, pH) has led to the study of their elemental composition.
Given that the different analytes are at such low concentrations, analytical techniques with
appropriate analytical features (low detection limits and large linear range) such as ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) must be used. Specifically, SC-ICP-MS
(Single Cell Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) has been used due to the
great advantage of cell-to-cell knowledge to approach this situation, being this technique

very novel in this field of study for this purpose.

The main objective of this work is to develop an analysis method that allows characterizing
the elemental composition of individual spores using SC-ICP-MS and, after selecting the
appropriate parameters, validate it by measuring the same samples by the conventional
ICP-MS mode. Furthermore, it must be determined if the use of a buffer modifies the

obtained results.

Using and ICP-MS NexION 5000 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA), different solutions have
been measured to prepare calibration lines containing Mn, Mg, Ca and Zn as the interest
analytes and two samples of bacterial spores (only one has followed a buffer washing

process).

It has been observed that for SC-ICP-MS the buffer does not seem necessary due to the
large dilution applied to carry out determinations by this technique. On the other hand, for
the conventional mode it does seem necessary and while it reduces the amount of Mg and

Zn, there must be Ca contamination since it increases.

As the results obtained between both modes considering Mg and Zn are not significantly

different, the difficult validation of the developed method in this work has been achieved.



1. INTRODUCCION

1.1. Bacillus Subtilis

La resistencia a los antibioticos desarrollada por las bacterias, es un tema de gran
relevancia en la actualidad dada la problematica que conlleva y que ha supuesto una mayor
concienciacion en la necesidad del uso correcto de los medicamentos." Estos antibidticos
son sustancias, que pueden ser naturales, semisintéticas o sintéticas, capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismos que pueden producir diversas patologias en los seres
humanos y en los animales.? Sin embargo, la extension de esta problematica abarca mas
factores puesto que no soélo soportan la accién de estos antibacterianos,® sino que se ha
detectado resistencia a diversas condiciones de esterilizacion, que tratan de eliminar toda
forma de vida microbiana y sus posibles transformaciones asociadas,* como son la alta
temperatura, la salinidad o el pH. Esta resistencia tiene una clara relacién en el sector
sanitario y veterinario, puesto que cuando los antibiéticos no producen el efecto deseado se
recurre a opciones mas toxicas y costosas. Sin embargo, esta problematica también afecta
a otros campos como el sector alimentario, en el que la incapacidad para combatir la
presencia de bacterias puede conllevar el deterioro de los alimentos, pudiendo causar

diferentes patologias.?

En pocas palabras, el hecho de que las bacterias soporten mayor cantidad de condiciones
ambientales es un gran problema para la sociedad puesto que pueden generarse
enfermedades por la ingesta de ciertos alimentos contaminados con ellas, y otras
afecciones, incluso las mas comunes, no podran tratarse convenientemente surgiendo
complicaciones por el nulo efecto de los antibidticos actuales.” Ademas, esto es incluso mas
grave en paises en vias de desarrollo ya que tienen una inferior capacidad econémica para

recurrir a tratamientos mas caros y al equipamiento necesario.?

En este trabajo se ha utilizado como modelo la bacteria Bacillus Subtilis, bacteria Gram
positiva,” que es considerada como un organismo generalmente observado como seguro
(GRAS), lo que la hace idonea para la investigacion en campos como la biotecnologia. En
este sentido, diferentes estudios realizados sobre esta bacteria y su uso la han relacionado
con distintas enfermedades, como la meningitis bacteriana® o la sepsis neonatal,” con su
utilizacién en suplementos alimenticios, como los probidticos,® o el tratamiento frente a
diversas toxinas, como la aflatoxina,® entre otros.’” En la Figura 1 se muestra una imagen de

Bacillus Subtilis tomada por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).
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Figura 1. Imagen obtenida por TEM de Bacillus Subtilis."
Uno de los mecanismos defensivos de la B. Subtilis para soportar las condiciones adversas
anteriormente descritas es la llamada esporulacion. Este proceso transformativo supone
una restructuracion macroscopica en la que la bacteria se vuelve una espora de alta
resistencia, pudiendo soportar temperaturas superiores a los 100 °C, procesos de

desecacion o de radiacion y varios agentes bactericidas.® 2

Esta situacion provoca que estas esporas bacterianas sean objeto de estudio puesto que
cuando las condiciones se suavizan, estas proliferan, colonizando nuevos entornos y

pudiendo esparcir enfermedades.’®"

La esporulacién puede atribuirse principalmente a varios aspectos. Uno de ellos es la
deshidratacién de protoplastos, mediante la cual se produce simultaneamente la rapida
eliminacion de agua y de la reserva central de Ca®-DPA (i.e. cation calcio y acido
dipicolinico), que protege el nucleo de la espora, seguida del retorno de la fluidez de la
membrana y la degradacién de la mayoria de la pared de la corteza que permite la
reanudacion de la actividad metabdlica y del crecimiento de esporas por la rehidratacion del
nucleo.

En cuanto a la adaptacion térmica, se ha establecido que parece ser una caracteristica
intrinseca de las esporas determinada genéticamente, esto es que las esporas que sean
especies termofilas resistiran mejor que aquellas que no lo sean. Sin embargo, también se
ha observado que aquellas esporas que crecen a temperaturas superiores son mas
resistentes y que puede ser un componente extrinseco impuesto sobre el factor genético.
De la misma forma que aparentemente la adaptacion térmica, la mineralizacion es también
un factor extrinseco de las esporas que contribuye a la resistencia térmica. Este proceso se
basa en la desmineralizacion por extraccion acida de esporas inactivas y remineralizacion

con sales especificas.’
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Debido a las diferentes condiciones comentadas anteriormente que estas esporas pueden
soportar, es que resulta tan relevante estudiar la relacion existente entre su composicion
elemental y su condicion resistente para poder controlar esta apremiante situacion. Para
este tipo de analisis es necesario emplear una técnica que cumple con dos condiciones
esenciales: en primer lugar, se requiere una gran sensibilidad para poder detectar y
cuantificar el contenido de los analitos en cada célula (tipicamente de pocos fg) y, ademas,
es necesario poder evaluar las células una a una, pudiendo obtener una distribucion en
masa que realmente muestre el rango de concentraciones exhibido por las células. Por lo
tanto, la espectrometria de masas con ionizacion en plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS, por sus siglas en inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) resulta la
técnica mas adecuada para este tipo de analisis, ya que, mediante el modo de evento
individual, cumple con ambas condiciones y, adicionalmente, los resultados obtenidos se
pueden validar con el valor medio obtenido del analisis en modo convencional de células
digeridas. Las diferencias operativas y fundamentales entre estos modos de analisis se

discutiran a lo largo de las siguientes secciones.
1.2. Fundamentos de ICP-MS en modo convencional

En este trabajo se ha procedido a hacer uso de ICP-MS como técnica de analisis. Se trata
de una de las técnicas analiticas mas empleadas en la actualidad para el analisis de rutina a
niveles bajos de concentracién dadas sus prestaciones analiticas (gran rango lineal y bajos
limites de deteccion),”® sus posibilidades para el andlisis multielemental y el pequefio
volumen de muestra requerido. Estas caracteristicas han permitido la implementacion de la
técnica en numerosos campos de trabajo como medicina,"” biologia'® o geoquimica,® entre

otros.

El proceso de medida de un instrumento de ICP-MS en su configuracién mas tipica con
nebulizacion neumatica como sistema de introduccién de muestras en estado liquido
(usualmente disoluciones acuosas mas o menos diluidas), comprende las siguientes etapas

que se recogen esquematicamente en la Figura 2.

i) Introduccion de muestra.®® La muestra liquida es aspirada de forma continua,
generalmente mediante una bomba peristaltica, hasta llegar a un nebulizador, donde forma
un aerosol por contacto con un flujo de gas (flujo de nebulizacién). No obstante, dada la
ineficacia del plasma para ionizar completamente gotas grandes, la muestra nebulizada no
puede ser directamente transportada al interior del instrumento, por lo que primero recorre

una camara de nebulizacion, habitualmente ciclénica, donde las gotas de mayor tamafno son
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eliminadas por el tubo de desecho. Adicionalmente, durante esta etapa tiene lugar, por lo

menos en cierta medida, el secado de las gotas del aerosol (eliminacién del disolvente).

ii) lonizacion.?' Una vez dentro del instrumento, la muestra llega a la antorcha a
través de un inyector. Dicha antorcha estda compuesta por dos tubos de cuarzo concéntricos
a través de los cuales se hacen pasar corrientes de argon (flujo de Ar plasmégeno y flujo
auxiliar) y entorno a cuyo extremo se encuentra una bobina de induccién de cobre por la
que se hace circular una corriente alterna de radiofrecuencias que genera un campo
magneético alterno. A continuacion, el seno del Ar se siembra con electrones mediante una
chispa. Estos electrones son acelerados por el campo inducido y se generan las llamadas
corrientes de Eddy (i.e. corrientes superficiales circulares de iones y electrones en el seno
del flujo de Ar). La colisidn entre los iones de Ar y los electrones acelerados libera energia y
da lugar a un plasma de acoplamiento inductivo (a temperaturas entre 4000 y 10000 K) que
se mantiene gracias a la corriente de radiofrecuencias. La energia del plasma es entonces
suficiente para provocar la desolvatacion, vaporizacion, disociacion, ionizacion y excitaciéon
del analito, que atraviesa el plasma arrastrado por el gas de nebulizacién que circula por el

inyector.

iii) Transmision de iones.?? Durante esta etapa, los iones formados en el plasma son
transportados hacia el analizador de masas. El objetivo principal es conseguir que esta
transmisién sea lo mas cuantitativa posible para evitar pérdidas de sensibilidad pero
también prevenir la llegada de fotones y especies neutras al detector, asi como reducir la
temperatura y presion a valores tolerables para el analizador de masas (a presiones de
entre 10 y 107° torr y temperatura ambiente). Para este propdsito, el instrumento dispone
de un sistema de conos que funcionan en sintonia con una bomba de vacio turbomolecular,
lo que permite reducir la presién y la temperatura, asi como un deflector de iones que solo

permite el paso de especies cargadas al analizador de masas.

iv) Seleccion de iones.?*?* La separacion de los iones en funcion de su relacion
masa - carga (m/z) se consigue mediante el uso de un analizador de masas. En general, los
mas empleados son los cuadrupolos (Q), donde se ajusta un campo electrostatico para que
solo los iones de interés sean capaces de atravesarlo, pero también existen otros sistemas.
En concreto, durante este trabajo se ha utilizado un instrumento de triple cuadrupolo, donde
uno de los cuadrupolos adicionales hace las veces de celda de colisiéon y/o reaccion, para
eliminar interferencias espectroscopicas (i.e. aquellas especies idnicas que posean una
relacion m/z similar a la del analito), mientras que el otro es un segundo analizador de
masas para mejorar la resolucion (i.e. la capacidad para distinguir iones de m/z cercana).

Estos equipos contienen un parametro especifico para mejorar la sensibilidad denominado

4
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RPQ. En este trabajo, como se vera mas adelante, esta caracteristica del equipo no es

imprescindible debido a los analitos estudiados

v) Deteccion.?® Los iones de las relaciones m/z seleccionadas llegan al detector de
forma secuencial. El detector es un multiplicador de electrones de dinodos discretos que
genera y amplifica una sefal eléctrica que es proporcional al numero de iones que llegan al
mismo. El tiempo durante el cual el detector acumula senal antes de presentar un dato para
un determinado valor m/z es el tiempo de residencia (aunque en la bibliografia
especializada se utiliza de forma generalizada el término en inglés dwell time, que sera
utilizado a lo largo del trabajo) y puede ser ajustado en funcion de la aplicacién deseada.
Para determinaciones multielementales convencionales, suele fijarse a 50 ms para
maximizar los limites de deteccion, teniendo en cuenta que un dwell time demasiado corto
perjudica la eficiencia de la deteccién y uno demasiado largo prolonga el tiempo de analisis.
La acumulaciéon se realiza un numero definido de veces, segun cual sea el tiempo de
integracion. Entre cada dwell time tiene lugar un tiempo de estabilizaciéon (200 ps en el
instrumento de cuadrupolo utilizado), durante el cual el detector deja de acumular senal y el
analizador de masas puede cambiar la relacién m/z enfocada. El proceso de deteccion, por
lo tanto, se puede comprender como una sucesion de dwell times y tiempos de
estabilizacion que tiene lugar durante el tiempo de adquisicion que indique el analista,

dando lugar a una sefial continua que fluctia con cierta desviacion alrededor de un valor

a) Deflector de iones
Conos —_— M K
Inyector Antorcha

medio.

Céamara de
nebulizacién

1 Sefial obtenida:

Nebulizador

Intensity (counts)

Bomba peristaltica

Muestra

T T T
0 5 10 15 20
Time (s)

°° Cationes de diferente m/z

@ Especies neutras Detector

Figura 2. Las etapas convencionales de medida en ICP-MS en su

configuracién mas tipica con nebulizacién neumatica. Modificada con permiso de %°.
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1.3. ICP-MS para el analisis de eventos individuales

Dentro de la técnica de ICP-MS, existe un modo de trabajo llamado ICP-MS para la

deteccidn individual de células (SC-ICP-MS, por sus siglas en inglés Single Cell Inductively

Coupled Plasma Mass Spectrometry). Este modo de trabajo se diferencia del convencional

en tres niveles diferentes: la preparaciéon de muestra, el sistema de introduccién y el modo

de deteccion.

i)

Preparacion de muestra. Como indica el propio nombre de la técnica, el fundamento
metodolégico de SC-ICP-MS esta basado en la deteccion individual de las células
presentes en la suspension de muestra. Por lo tanto, es indispensable emplear
suspensiones de células muy diluidas para que no mas de una célula sea ionizada y
detectada al mismo tiempo (i.e., dobles eventos), lo que conllevaria la concomitante
sobrestimacion del contenido de analito por célula. Ademas, la preparacion de
muestra tiene que garantizar que las células se conserven integras hasta el
momento de su introduccion, por lo que los disolventes con cierto contenido acido
que son tipicamente empleados en el modo convencional (e.g., HNOz; 1% m/m) no
son adecuados para esta técnica al poner en riesgo la integridad de la pared celular.
En este sentido, el agua desionizada resulta un medio mas adecuado, aunque
también presenta otros riesgos como la lisis osmoética de las células, por lo que los
analisis deben realizarse poco después de la suspension de las células.
Adicionalmente, las células se pueden fijar (tipicamente con paraformaldehido o
glutaraldehido) para mejorar su resistencia; sin embargo, esto no es necesario para
las células concernientes en este trabajo ya que los esporos son suficientemente
resistentes de por si.

Sistema de introduccion. La camara de nebulizacion utilizada para medidas
convencionales (camara ciclénica) no suele ser adecuada para la introduccion de
células, ya que estos sistemas purgan las gotas mas grandes mediante la colision
del aerosol contra las paredes, lo que dificulta mantener la célula integra hasta su
ionizacion en el plasma. En consecuencia, la camara de nebulizacion utilizada en el
modo de evento individual tiene un disefio lineal para conseguir que las células (de
tamanfo variable pero en el entorno micrométrico) lleguen al plasma sin colisiones
(véase Figura 3) y se introduce un flujo de Ar adicional (gas de make up) que crea un

flujo envolvente, asegurando que las células mantengan una trayectoria recta.

i) Modo de deteccién. Las medidas en modo SC-ICP-MS se caracterizan por una

adquisicion de datos muy rapida que asegure que cada valor de intensidad

registrada corresponde a una unica célula (evento) o, en su defecto, al disolvente



(senal de fondo). Por lo tanto, siendo que las células dan lugar a eventos de
duracién entre 300 y 1000 ps, el dwell time de 50 ms empleado en el modo
convencional no es optimo para esta aplicacién, ya que la probabilidad de que mas
de una célula sea medida en la misma ventana de analisis es muy elevada, dando
lugar a dobles eventos. En consecuencia, y dependiendo de las caracteristicas del
equipo utilizado, es posible bajar hasta los 10 ps, aunque las mejores prestaciones
se obtienen con 50 - 100 ys de dwell time.*> De esta manera, cada evento generado
por una célula individual puede obtenerse como la suma de las sefales obtenidas
durante 3-10 dwell times. Finalmente, en SC-ICP-MS se trabaja con una unica
relacion m/z por andlisis, o que elimina la necesidad de utilizar el tiempo de

estabilizacion que daria lugar a eventos partidos, dificultando el tratamiento de datos.

<

b) Conos Deflector de iones
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Figura 3. Las etapas principales de medida en ICP-MS para modo de evento individual.
Modificado con permiso de 6.
Por lo tanto, la sefal registrada en el modo SC-ICP-MS consiste en una serie sucesiva de
eventos (picos) de intensidad cuyo area se puede relacionar con la masa de analito en la
entidad correspondiente ya que, cuanto mayor sea el contenido en dicho analito, mas iones
conformaran la nube i6nica formada en el plasma y mas cuentas registrara el detector. La
relacion matematica entre intensidad (I, en cuentas) y masa (m, en fg) se muestra en la

Ecuacion 1.

'tdwell' muestra'

S -60-M.
won won

m:

Ecuacién 1. Conversion entre la intensidad y la masa de los eventos individuales generados por una

célula en el ICP-MS operado en modo de evento individual.?®

El resto de parametros incluidos en la Ecuacion 1 son el dwell time (ty,.1, €n Us), el caudal

de muestra nebulizada (Qmuestras €N ML-min™"), la sensibilidad (S,,, en L-fg™"), obtenida como
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la pendiente de la curva de calibrado construida con una serie de patrones ionicos del
analito y la masa molar del analito (M, en g-mol™) (el 60 del denominador corresponde con
la conversion de las unidades del tiempo). La eficiencia de transporte (TE en la Ecuacion 1,
adimensional) es la proporcién del flujo de muestra nebulizada inicialmente que llega al
plasma, y es un parametro muy importante que es necesario determinar para poder calcular

la masa de las entidades analizadas.?” %8

En la actualidad se dispone de diversos métodos, tanto directos como indirectos, para el
calculo de esta eficiencia de transporte. En este trabajo se hara uso del método de tamario
de particula (PSM, por sus siglas en inglés Particle Size Method), el cual se basa en la
comparacion de la sensibilidad obtenida para el elemento estudiado usando una recta de
calibrado construida con patrones idnicos y una suspensiéon de nanoparticulas que lo
contengan, de las que se conocen tanto el tamafo, como la forma y la composicién quimica,
y por tanto la masa de analito presente en las mismas. Se asume que la eficiencia de
transporte de las nanoparticulas a través del sistema de introduccion de muestra es similar

al transporte de las células individuales.

La Ecuacion 2 recoge el célculo de la TE realizado a través de este método en el que S;,, es
la sensibilidad (en L:fg™"), obtenida como la pendiente de la gréafica de la intensidad frente a
la concentracion para una serie de patrones ionicos del analito, Q...sra €S €l caudal de
muestra nebulizada (en mL-min™), ty.. €l dwell time (en ps), | la intensidad del evento
generado por cada nanoparticula (en cuentas) y m la masa total del analito contenido en la

nanoparticula analizada (en fg).

T E _ Sion.m
I 0) . Lawen

muestra 60

Ecuacién 2. Calculo de la eficiencia de transporte mediante el método del tamafio de particula.?®

Como puede deducirse de lo anterior, las sefiales analiticas obtenidas en el modo
SC-ICP-MS tienen varias diferencias con respecto a las obtenidas en el modo convencional
que conviene puntualizar. En primer lugar, la influencia de los parametros instrumentales de
introduccion de muestra es diferente. Asi, si aumenta el flujo de nebulizacién, en el modo
convencional de medida las sefiales promedio aumentan de intensidad, mientras que en el
modo de evento individual aumenta el nimero de eventos detectados pero su intensidad no
cambia. Una situacion similar se obtiene cuando se utiliza una muestra mas concentrada

con el mismo flujo de nebulizacién.

Otros aspectos que diferencian las senales analiticas obtenidas en ambos modos, y que

deben tenerse en cuenta, son la influencia de posibles interferencias espectrales y la
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eficiencia de transporte. Las interferencias espectrales, que son aquellas especies que
tienen la misma relacion m/z que el analito de interés, provocan en ambos modos que la
sefal registrada se deba tanto a la muestra como a la interferencia. Sin embargo, mientras
que en el modo convencional de medida no se puede hacer una distincion, esto si ocurre en
el modo de evento individual. En concreto, la sefal correspondiente a los eventos
individuales se aprecia como un pulso intenso sobre un fondo continuo, que corresponde a
la sefal de la interferencia espectral. Al integrar la sefial en la zona continua puede restarse
ese fondo de los pulsos detectados. Por otra parte, y en cuanto a la eficiencia de transporte,
si esta se reduce en el modo convencional, la intensidad de la senal continua se reduce;
mientras que en el modo de evento individual la intensidad de los eventos no cambia, sino
que disminuye la frecuencia de eventos detectados, por lo que se reduce el nimero total de
picos detectados en un tiempo dado de analisis. Ademas, y como se ha indicado en los
parrafos anteriores, la determinacion de este parametro resulta fundamental para calibrar la

sefnal analitica en el modo SC-ICP-MS, algo que no es necesario en el modo convencional.

1.4. Antecedentes

ICP - MS es una técnica sobre la que se ha escrito extensamente en muchos campos. Sin
embargo, la busqueda sobre la utilizacion de esta técnica en la determinacion de elementos

en bacterias es mucho mas reducida.

Nanamiya et al. publicaron en 2004 sobre el analisis de la composicion ribosomal de las
proteinas de B. Subtilis durante su crecimiento, encontrando que el zinc jugaba un papel
principal en este proceso.?® Gikunju et al. también publicaron en 2003 un trabajo acerca de
B. Subtilis y otras bacterias y la utilizacién de ICP-MS como técnica para su caracterizacion
quimica, afirmando que elementos como Mg, V, Mn o Zn se encontraban por encima de los
limites de deteccion y que se puede detectar la presencia de diferentes elementos, no solo

los utilizados en su estudio, en las bacterias.*

Ha de hacerse hincapié en que en los articulos encontrados se utiliza el modo convencional
de medida y no el modo de evento individual. Esto hace destacar la novedad tratada en este
trabajo puesto que, hasta la actualidad, no se disponia de la instrumentacién adecuada y la
aproximacion metodolégica para poder detectar eventos de tan escasa duracion y realizar el
analisis elemental de células individuales. De ahi deriva la necesidad de desarrollar un
método de analisis que permita caracterizar células individuales para tratar de relacionar
sus condiciones de resistencia con su composicion elemental, con las consecuencias
sociales que esto conlleva comprendida la gran importancia e imperiosidad que tiene esta

situacion.
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2. OBJETIVOS Y ALCANCE DEL TRABAJO

El objetivo principal que se persigue con la realizaciéon de este Trabajo de Fin de Grado

(TFG) es desarrollar un método de andlisis que permita caracterizar la composicion

elemental de esporas bacterianas individuales mediante SC-ICP-MS. La consecucién de

este objetivo permitiria realizar el analisis de distintas muestras de esporas bacterianas

generadas bajo diferentes condiciones (pH, temperatura, salinidad) para intentar establecer

una correlacion entre la composicion quimica de las mismas y su resistencia. Esta cuestion,

sin embargo, esta fuera del alcance de este TFG.

Para conseguir este objetivo principal, se proponen una serie de objetivos secundarios que

se detallan a continuacion. Se incluye, ademas, un resumen de la metodologia que se

empleara en cada caso:

2.

Seleccionar los parametros instrumentales para determinar Mn, Mg, Ca y Zn
mediante SC-ICP-MS, elementos para los cuales se ha observado cierta correlacion
con la resistencia de las esporas en estudios anteriores descritos en la literatura.
Esta seleccidon incluye la optimizacion del flujo de los gases para la mejor
sensibilidad y eficiencia de transporte utilizando como modelos dos dispersiones de
referencia: una dispersiéon de nanoparticulas de oro por un lado y una dispersion de
esporas bacterianas por otro.

Validar el método de analisis desarrollado. Para tal fin se procedera a la
comparacion de los resultados cuantitativos obtenidos para el analisis de dos
muestras de esporas bacterianas mediante SC-ICP-MS por un lado y mediante
ICP-MS en modo convencional tras la digestion acida de las muestras, por otro.
Elucidar si es necesaria la utilizacion de un tampon para lavar la superficie de las
células durante la preparacion de los cultivos de esporas para eliminar pequefas
cantidades de los analitos que puedan estar adheridas a la membrana celular y que
podrian alterar los resultados cuantitativos mediante SC-ICP-MS. Para tal fin se
realizara el analisis de dos muestras de esporas bacterianas preparadas con y sin

tampon y se procedera a la comparacion de los resultados obtenidos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reactivos y muestras

Durante la realizacion de este TFG se ha trabajado con disoluciones patrén de Mn
(Mn(NQ;), en HNO; 0,5 mol-L", CertiPUR ®, Merck, Darmstadt, Alemania), Mg (Mg(NO;),
en HNO; 2-3%, CertiPUR ®, Merck, Darmstadt, Alemania), Ca (Ca(NO;), en HNO; 2-3%,
CertiPUR ®, Merck, Darmstadt, Alemania) y Zn (Zn(NO;), en HNO; 0,5 mol-L', CertiPUR ®,
Merck, Darmstadt, Alemania), de diferentes concentraciones (de entre 1y 20 ug-L™). Estas
disoluciones fueron preparadas gravimétricamente, mediante dilucion seriada partiendo de
disoluciones madre de 10° ug-L™, y utilizando HNO; al 2% (v/v) como disolvente. En todos
los casos se utilizd agua desionizada (resistividad > 18.2 MQ cm) obtenida mediante un

sistema de purificacion Milli-Q (Molsheim, Francia).

Las muestras de esporas han sido proporcionadas por el grupo Nuevas Tecnologias de
Procesado de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.
Las muestras consisten en una suspension de esporas Bacillus Subtilis preparadas en dos
medios diferentes. La primera de las dispersiones fue preparada utilizando una disolucion
200 mM de tampon Tris-HCL (Sigma) (pH 8.0) para suspender las esporas, mientras que
para la segunda muestra se ha utilizado agua desionizada como agente dispersante. La
muestra tratada con el tampon contiene 8,7:10” esporas'mL™" y la que no ha sido tratada
9,7-10" esporas'mL™", segun el conteo realizado con el microscopio 6ptico. Para la
validacién del método de analisis mediante SC-ICP-MS, se ha tomado una alicuota de cada
una de estas dispersiones y se ha digerido en un bloque digestor utilizando recipientes
cerrados de PTFE y una disolucion de HNO; del 65% (m/m) (Suprapur ®, Merck, Darmstadt,
Alemania) y H,0, del 30% (m/m) (VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, France). Para la
optimizacién del flujo de gases se ha utilizado una suspension de nanoparticulas de oro de

referencia de 60 nm de diametro nominal (HiQ-Nano, Arnesano, Italia).

Para las determinaciones mediante el modo convencional se han anadido ademas dos
estandares internos, Ga (Ga(NO;), en HNO; 2-3%, CertiPUR ®, Merck, Darmstadt,
Alemania) e In (In(NO;3;), en HNO; 2-3%, CertiPUR ®, Merck, Darmstadt, Alemania)
partiendo de disoluciones de 10° ug-L™, de tal forma que se encuentra 1 uyg-L™" de estos

elementos en todas las disoluciones tanto de muestras como de disoluciones de calibracion.
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3.2. Instrumentacioén y aparatos

Las medidas se han realizado con un instrumento ICP-MS NexION 5000 (PerkinElmer,
Waltham, MA, EEUU). En la Tabla 1 se recogen los distintos parametros de medida y la

configuracion del equipo utilizados para la realizacion de este trabajo.

Para preparar las disoluciones y suspensiones de medida se ha trabajado con tubos

graduados de 10 mL y micropipetas en el rango de 0,1 a 5 mL.

Tabla 1. Parametros instrumentales para realizar las medidas mediante ICP-MS en los

modos de trabajo convencional y de evento individual.

Modo convencional Modo de evento individual

Flujo de gas de nebulizacion (L-min™) 1,02 0,3
Flujo de gas de make up (L-min™) - 0,85
Flujo de gas plasmogeno (L-min™) 16
Flujo de gas auxiliar (L-min™") 1,2

25 (Mg), 44 (Ca), 55 (Mn), 66 (Zn),

m/z monitorizadas 69 (Ga)’, 115 (In)’

Dwell time 50 ms 100 us

Tiempo de estabilizacion (us) 200 -

‘Unicamente monitorizadas en el modo convencional de medida como estandar interno.
3.3. Procedimiento para realizar las medidas

3.3.1 Preparacion de las muestras e introduccion al ICP-MS

Como se ha indicado en la seccion 3.1 el numero de esporas por mililitro de cada muestra
es conocido (9,7-107 para la muestra sin lavar y 8,7:10” para la muestra lavada con tampon)
porque se ha realizado un conteo a través de un microscopio optico. Para tal fin se han
colocado 20 pL de muestra en un portaobjetos y tras colocar el cubreobjetos se ha
procedido a observar por el microscopio optico. El procedimiento se basa en contar
manualmente las esporas observadas en 5 cuadrados distintos de la cuadricula que se
obtiene al contemplar la muestra, tal y como se observa en la Figura 4, y se aplica un factor

de ponderacion para obtener finalmente el numero de esporas por mililitro.
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Figura 4. Imagen observada desde el microscopio 6ptico para realizar el conteo de esporas.

En primer lugar, para la medida mediante el modo de evento individual se ha preparado una
recta de calibrado multielemental incluyendo los analitos estudiados, como se ha indicado
en la seccion 3.1. Las muestras de esporas han sido diluidas en agua desionizada hasta
obtener una concentraciéon 6ptima para llevar a cabo su determinacién mediante esta
técnica (probabilidad de dobles eventos inferior al 1%). Estas disoluciones de calibrado y las
muestras se han introducido en el equipo mediante una bomba de jeringa que permite un

flujo constante de 20 yL-min".

Para la medida mediante el modo convencional se ha preparado una recta de calibrado
multielemental, como se ha indicado en la seccion 3.1, incluyendo, ademas de los analitos
estudiados, dos estandares internos, Ga e In. Estos se han afnadido tanto a las muestras
como a todos los puntos del calibrado y blancos para que los posibles efectos matriz y las
perturbaciones instrumentales afecten de igual forma a los analitos y a los estandares
internos, por lo que al utilizar el cociente de las intensidades como sefal analitica estos
fendmenos se veran corregidos. Las muestras de esporas, asi como dos blancos de método
(agua desionizada), han seguido el siguiente proceso de digestion: se ha afiadido en un
recipiente cerrado de PTFE 100 pL de la muestra de esporas o blanco, 2 mL de disolucion
de HNO; 65% (m/m) y 1 mL de disolucién de H,O, 30% (m/m). Se ha dejado durante 24
horas a unos 110 °C tapado vy, tras esto, se ha destapado y dejado a unos 80 °C hasta
sequedad. Posteriormente, se han afiadido 500 yL de HNO; 2% (v/v), se han pipeteado 100
ML de esta disolucion vy, tras afadir 10 L de disoluciéon de 1 uyg-L™" de estandar interno, se
ha llevado a 1 mL final con agua desionizada. Tanto las disoluciones como las muestras han
sido introducidas en el equipo mediante un tubo de 0,38 mm de diametro interno haciendo

uso de una bomba peristaltica.

En la Tabla 2 se recopila la configuracién del equipo utilizado referido a la introduccion de

las disoluciones y las muestras.

13



Tabla 2. Recopilatorio de la configuracion del equipo ICP-MS NexION 5000 utilizado.

Modo convencional Modo de evento individual
Sistema  de introduccion  de Bomba peristaltica Bomba de jeringa
muestra
Camara de nebulizacién Ciclonica de cuarzo Asperon de cuarzo
Caudal de muestra (mL-min™) 0,23 0,02

3.3.2. Analisis y calibracién

Para llevar a cabo las medidas en modo de evento individual, el primer paso ha sido
determinar la eficiencia de transporte que, como se ha definido en la introduccion, evalda la
proporcion de células que verdaderamente llegan a ser detectadas frente a las introducidas
y es un parametro que ha de cuantificarse para poder determinar el valor de masa de cada
analito en las muestras de esporas. Para ello, se han empleado una dispersion de
nanoparticulas de oro de tamafo conocido (60 nm de diametro) y una recta de calibrado de

oro en forma iénica construida con disoluciones patrén de entre O y 10 pg-L™".

La eficiencia de transporte se ha calculado de acuerdo a la Ecuacion 2 anteriormente
presentada en la seccion 1.3, una vez medidos tanto el estandar de nanoparticulas como
los estandares ionicos. Esta estrategia asume que el transporte es similar para las
nanoparticulas y las esporas, lo que es una buena aproximaciébn como se vera mas
adelante. Sabiendo que la sensibilidad para la recta de calibrado i6nica (S,,) es 2,1545
L-ug™, el caudal (Qmuestra) €S 0,02 mL-min”', el dwell time (t4,e) son 100 us, el tamafio de las
nanoparticulas (m) es 60 nm (el cual se convierte a unidades de masa haciendo uso del
volumen (1,13-10" cm?®) y la densidad del oro (19,32 g-cm?)) y la intensidad para cada
nanoparticula (1) son 894 cuentas, la eficiencia de transporte resulta 0,1578. Este dato
indica que aproximadamente un 16% de las nanoparticulas producidas en el sistema son
detectadas. Tanto la recta de calibrado realizada como el histograma de intensidad

correspondiente se incluyen en el Anexo 1.

A continuacién, se ha realizado la medida mediante el modo de evento individual utilizando
los parametros instrumentales indicados en la Tabla 1 de la seccién 3.2 obteniendo una
senal de intensidad respecto del tiempo para una determinada relacion m/z. El tratamiento

de esta senal analitica para su posterior procesado se describe en la seccion 3.3.3.

Para el analisis mediante el modo convencional se han medido los preparados
anteriormente comentados y, una vez obtenidos los resultados, se han representado las

curvas de calibracion, situando la concentracidon en pg-L™ en el eje de abscisas v,
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exceptuando el Ca, la intensidad del analito dividida entre la intensidad del estandar interno
en el eje de ordenadas. Para este elemento se ha representado su intensidad Unicamente
porque se suman una sensibilidad baja y un fondo alto, provocando que si la intensidad del
Ca se divide entre la intensidad del estandar interno, estas son casi 0 y el ruido predomina.
A la vista de que la recta de calibrado tenia una linealidad aceptable y que no se esperaban
efectos matriz, se ha utilizado la calibracidon directa con este analito. La recta de calibrado

obtenida para cada analito se incluye en el Anexo 2.

3.3.3. Tratamiento de datos

Para el procesamiento de los datos obtenidos mediante el modo de evento individual se ha
utilizado la Ecuacién 1 de la seccion 1.3, con la que se han transformado los datos de
intensidad en masa, y los softwares HDIP (por sus siglas en inglés Hyper Dimensional
Image Processing, version 1.8.4) y OriginPro (version 2021b, 9.85). El primer programa
permite introducir el fichero de datos obtenido del equipo (valores de intensidad en cuentas
frente al tiempo) y observar los eventos obtenidos tras la medida como picos intensos sobre
un continuo compuesto de interferencias o sefiales idnicas. La sefal analitica se obtiene
como el area neta de esos eventos intensos restada la contribucion del continuo. Permite,
ademas, ajustar distintos parametros para evitar perder eventos o excluir sefiales que no lo
son para que no se tengan en cuenta. Por otra parte, OriginPro permite realizar diferentes
representaciones, como diagramas de contorno o distintos tipos de histogramas, como las

que se veran a lo largo de este TFG.

La presentaciéon de los resultados obtenidos mediante el modo de evento individual se ha
realizado concretamente con histogramas de masa, en los que se representa la frecuencia
con la que se detectan eventos de un rango de masas determinado (en femtogramos). Para
hacer esta representacion, los valores de las intensidades obtenidos del equipo se han
convertido a valores de masa a través de la Ecuacion 1 presentada en la seccion 1.3.
Sabiendo que el dwell time (tq.er) son 100 s, el caudal de muestra nebulizada (Questa) SON
0,02 mL-min™", la eficiencia de transporte (TE) es 0,1578 y utilizando la sensibilidad (S,) de
la recta de calibrado correspondiente a cada analito, se ha sustituido cada valor de

intensidad obteniendo el correspondiente valor de masa.

El procedimiento para tratar los datos obtenidos mediante el modo convencional ha
consistido en interpolar la intensidad obtenida para las muestras en las diferentes rectas de
calibrado (una para cada analito). De esto, se ha obtenido un valor de masa a partir del
cual, tras haber aplicado los factores de dilucidn correspondientes, se ha obtenido el

contenido de cada analito por célula promedio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizaciéon de parametros instrumentales

De acuerdo con el Objetivo secundario 1, es necesario llevar a cabo una optimizacién previa
y una correcta seleccion de los is6topos de los elementos de interés antes de llevar a cabo
los analisis para el modo de medida convencional y para el de evento individual. En este
sentido, como se ha mencionado anteriormente, las condiciones deben ser 6ptimas para el
analisis cuantitativo de Mn, Mg, Ca y Zn. Estos elementos se han elegido ya que son

liberados y acumulados durante la germinacion de las esporas de las bacterias Bacillus."

4.1.1. Seleccion de nucleidos y tiempos de medida

En cuanto a los isétopos medidos en cada caso, para el Mn y para el Zn se ha medido su
is6topo mayoritario, 55 y 66, respectivamente, puesto que ni en la matriz ni en las
condiciones de trabajo se encuentran interferencias espectrales significativas en estos
isotopos. Sin embargo, para el Mg no es posible medir su is6topo mayoritario Mg, ya que
en la relacion m/z 24 se encuentra la interferencia poliatdmica >*(CC)*, que da lugar a un
fondo muy intenso dado no sélo el contenido en C de las muestras organicas, sino también
la presencia del CO, del aire. Por lo tanto, para este analito se ha optado por cuantificar su
isotopo °Mg que, pese a ser menos abundante (abundancia relativa del 0,10)*' y, por lo
tanto, menos sensible, estd mucho menos interferido. De forma similar, el isétopo “°Ca
tampoco puede ser monitorizado ya que su m/z coincide con la del is6topo mayoritario del
Ar, omnipresente en el plasma de acoplamiento inductivo. En consecuencia, el isétopo “‘Ca

resulta mas adecuado para este analisis.

De la misma manera, los tiempos de medida también deben seleccionarse adecuadamente
para cada modo de medida, ya que, como se ha comentado en la introduccion, tienen un
gran impacto sobre la precision y la relacién sefal-ruido. Por lo tanto, para el modo
convencional se ha optado por un dwell time de 50 ms, mientras que para el modo de
evento individual se han seleccionado 100 us. Adicionalmente, recuérdese que en el modo
de evento individual no se aplica ningun tiempo de estabilizacion ya que se monitoriza una
Unica masa, pero en el modo convencional este parametro esta instrumentalmente fijado a
200 ps (véase Tabla 1).
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4.1.2. Optimizacioén del flujo de gases

Como se ha comentado en la seccidén 1.3, el transporte juega un papel clave en toda
medida de SC-ICP-MS ya que es necesario asegurar que las células son eficazmente
transportadas al plasma para su correcta ionizacion, pero este factor no es menos
importante para el modo convencional, donde tiene un impacto directo sobre la sensibilidad.
Por lo tanto, es necesario optimizar los flujos de gases que transportan la muestra
(nebulizacién y, en el modo de evento individual, también make up) para poder maximizar el

transporte.

En el modo convencional, el unico flujo de gases que se somete a optimizacién es el gas de
nebulizacion. Para ello, se ha llevado a cabo de forma rutinaria un daily performance check,
opcion del instrumento en la que se nebuliza una disolucion de referencia con varios
analitos que cubren todo el espectro de masas, modificando ciertas variables instrumentales
(entre ellas el gas de nebulizacién) para maximizar la relacion sefal-ruido, minimizar la
formacion de oOxidos e iones doblemente cargados (se comprueba que las relaciones
Ce™(70)/Ce*(140) y CeO*(156)/Ce*(140) se mantienen igual o por debajo de 0,03 y 0,025,
respectivamente) y comprobar que la respuesta del equipo se encuentra dentro de unos
limites adecuados preestablecidos. El flujo de gas Optimo para estas medidas fue
identificado a 1,02 L-min™y, ademas de este parametro, se ha ajustado la posicion de la

antorcha y los voltajes de las lentes idnicas.

Por otro lado, para el modo de evento individual se han monitorizado tanto una suspensién
de nanoparticulas de oro de 60 nm que se emplearan para el calculo del TE como una de
las muestras de esporas (utilizando Mn como elemento indicador) a diferentes
combinaciones de los gases de nebulizacion y de make up. Para cada condicién, se han
registrado eventos durante un minuto y, posteriormente, se han ajustado sus intensidades
integradas a distribuciones Gaussianas, extrayendo su valor de intensidad central. Las
diferentes intensidades determinadas estan recogidas en el Anexo 3 y se representan en la
Figura 5 como un mapa de contorno. En esta figura se puede observar cémo, al aumentar el
gas total (i.e., la suma del flujo de gas de nebulizacion y make up), la intensidad de los
eventos aumenta hasta alcanzar un valor oOptimo (caracterizado por una banda de
intensidad maxima alrededor de 1,15 L min™ de gas total) por encima del cual la sensibilidad
vuelve a caer. Estas observaciones indican que, cuando el flujo de gas total no es lo
suficientemente elevado, no hay energia suficiente para transportar las entidades hasta el
plasma, por lo que son desechadas. Sin embargo, conforme se aumenta el flujo de gas, las
entidades de menor tamafio comienzan a llegar progresivamente hasta el interior del

instrumento hasta que, una vez alcanzado el valor 6ptimo, todas las células y
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nanoparticulas son transportadas eficazmente. Aumentar el gas por encima de este valor
s6lo reduce el tiempo de residencia de las entidades en el plasma, impidiendo su ionizacién
completa y disminuyendo la sensibilidad en consecuencia.

Adicionalmente, debe destacarse que la similitud observada entre el comportamiento de
nanoparticulas y células al modificar el gas total ratifica la asuncién de que ambos tipos de
entidad se transportan de la misma manera y, por lo tanto, se pueden emplear las

nanoparticulas de oro para estimar la eficiencia de transporte de las células muestra.
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Figura 5. Optimizacion del gas de make up y del gas de nebulizacion utilizando

nanoparticulas de oro (A) y esporas (B). Fuente: elaboracién propia.

En conclusion, cualquier combinacién de gases que dé lugar a un gas total de 1,15 L-min™’
sera Optima para el desarrollo del método. Sin embargo, los mejores resultados se esperan
para flujos de gas de nebulizacion bajos, ya que las condiciones son mas suaves para las
células, minimizando riesgos de ruptura. Por lo tanto, en este trabajo se ha seleccionado

0,3 L'min™" de flujo de gas de nebulizacion y 0,85 L-min™ de flujo de gas de make up para
llevar a cabo las medidas de SC-ICP-MS, ya que el instrumento esta limitado a flujos de
make up inferiores a 0,9 L'-min™, por lo que no se pueden escoger flujos de gas de

nebulizacion inferiores que permitan alcanzar un gas total suficiente.
4.2. Medida mediante el modo de evento individual

De acuerdo con el protocolo de medida y los valores indicados en la seccién 3.3.3, las
diferentes muestras de esporas fueron analizadas, monitorizando todos los analitos de
interés. Para cada uno de ellos, se obtuvo su histograma de intensidad correspondiente,
que puede ser convertido a una distribucion de masa, de acuerdo a la Ecuacion 1 y como se
muestra en la Figura 6 para el Mg (para ver las distribuciones del resto de analitos, los

lectores son referidos al Anexo 4).
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Figura 6. Conversion del histograma de intensidad al histograma de masa para el Mg obtenido del

analisis mediante el modo de evento individual de la muestra sin lavar. Fuente: elaboracion propia.

Una vez obtenida la distribucion en masa de cada analito para cada muestra, se ha llevado
a cabo un ajuste Gaussiano, tomando su valor central y un cuarto de su anchura para
caracterizar cada una de ellas de forma que se pudieran comparar mediante un testt de
Student para evaluar la necesidad del uso del tampon en el lavado de las células previo al
analisis mediante SC-ICP-MS. Los resultados estan recogidos en la Tabla 3, donde se
puede apreciar que no existen diferencias significativas al comparar las distribuciones
obtenidas para cualquier analito entre las dos muestras. Por lo tanto, estos resultados
parecen indicar que no hay metales adheridos a la membrana celular (o que su influencia es
despreciable), por lo que no seria necesario llevar a cabo una limpieza con tampon previa al
analisis mediante SC-ICP-MS.

Tabla 3. Valores de masa promedio de cada analito por célula obtenidos mediante el
analisis de las muestras de esporas mediante el modo de evento individual y valores de la
probabilidad de que la diferencia en el contenido de cada analito sea aleatoria entre las dos
muestras de esporas. Las incertidumbres estan expresadas como un cuarto de la anchura

de la distribucion Gaussiana ajustada utilizando OriginPro.

m Mn (fg) m Mg (fg) m Ca (fg) m Zn (fg)
Muestra sin lavar 1,43 + 0,30 0,68 + 0,23 132+0,.25 172+ 1,50
Muestralavada 4 4, g 57 0,69 + 0,27 128 + 0,32 160+ 1,08

con tampon

Probabilidad de
que la diferencia 92,11 97,75 92,15 94,82
sea aleatoria (%)
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4.3. Validacion mediante el modo convencional

Para validar los resultados alcanzados en la seccién anterior (Objetivo secundario 2), se ha
llevado a cabo el analisis de las mismas muestras mediante el modo convencional, de
acuerdo con el protocolo desarrollado en la seccion 3.3.1. En este sentido, tras interpolar las
intensidades registradas para cada analito en cada muestra, restando las intensidades
obtenidas para los blancos de método, y después de aplicar los factores de dilucion
correspondientes y dividir por el numero de células digeridas, se han obtenido los valores de
masa promedio de analito por célula recogidos en la Tabla 4. Nétese que de los dos
estandares internos introducidos soélo se presentan los resultados calculados con Ga ya que
con ambos se alcanzan conclusiones analogas, pero se espera que la correccion con Ga

sea mejor al presentar una relacion m/z mas similar a la de los analitos de interés.

Tabla 4. Valores de masa promedio de cada analito obtenidos mediante el analisis de las
muestras de esporas mediante el modo convencional y valores de la probabilidad de que la
diferencia en el contenido de cada analito sea aleatoria entre las dos muestras de esporas.

Las incertidumbres estan expresadas como desviacién estandar (n=5).

m Mn (fg) m Mg (fg) m Ca (fg) m Zn (fg)
Muestra sin lavar 059 0,06 1,01 £ 0,07 3.50 + 0,45 3.80 £ 0,17
Muestralavada sy 010 0394010 777 +0,83 137 40,06

con tampon

Probabilidad de
que la diferencia 56,55 0,18 0,32 0,00
sea aleatoria (%)

Los resultados mostrados, contradiciendo los observados por SC-ICP-MS, parecen indicar
que el lavado con tampon si que disminuye la presencia de Zn y Mg adheridos a la pared
bacteriana, ya que la masa de estos elementos en la muestra lavada es significativamente
inferior. En cuanto a los resultados alcanzados para el Mn, las conclusiones parecen estar
mas alineadas con las obtenidas en la seccion anterior, indicando que no es necesaria la
utilizacion del tampon puesto que no existen diferencias significativas entre ambas
muestras. Por otro lado, para el Ca se observa que en la muestra lavada la cantidad de este
analito es mayor que en la muestra no lavada. Esto podria deberse a que puede haber
habido una contaminacion del tampon por el ambiente o el modo de preparacién del mismo.
Esta contaminacion habria tenido impacto en el modo convencional y no para SC-ICP-MS
porque el Ca estaria en forma ionica, lo que aumenta la intensidad total medida en el modo

convencional, sobreestimando la masa, pero no aumenta la intensidad de los eventos ya
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que la contribucion de la contaminacion a la sefal de fondo es corregida mediante el

protocolo de tratamiento de datos descrito en la seccién 3.3.3.

Por lo tanto, estos resultados parecen apuntar a que algunos elementos si que estan
adheridos a la membrana celular, pero, al trabajar con muestras tan diluidas en el modo
SC-ICP-MS, estos metales son lavados con el propio agente dispersante. Para validar esta
hipotesis, asi como los resultados obtenidos por el modo de evento individual, se ha llevado
a cabo un nuevo test t de Student para comparar los resultados obtenidos con cada modo
de operacion para las muestras lavadas, que son las Unicas para las que se espera que los
resultados sean iguales. Los resultados de este test estadistico se resumen en la Tabla 5,
donde se puede apreciar que no se han encontrado diferencias significativas entre los
resultados alcanzados con cada modo de operacion a excepcion del Ca, seguramente
debido a la contaminacion anteriormente mencionada. Por lo tanto, es posible concluir que
los resultados obtenidos por el modo de evento individual para células lavadas con tampon
son validos, ademas de demostrarse la presencia de Mg y Zn adheridos a la membrana.
Esto apoya la idea de que la técnica SC-ICP-MS es mas adecuada que el modo de trabajo
convencional tras digestion para establecer posibles correlaciones entre la composicion
quimica de las esporas y su resistencia. Finalmente, cabe mencionarse que si se hace un
test t de Student para comparar los resultados de SC-ICP-MS con los alcanzados para el
Ca con la muestra sin lavar en modo convencional, los resultados indica que el contenido es
significativamente mayor al trabajar con digestiones (P,=0,41%), lo que significaria que hay
Ca en la membrana, pero al llevar a cabo el lavado, se introduce mas Ca en forma de
contaminacion del que se elimina. Por lo tanto, seria necesario repetir la validacion para

este elemento con una muestra de células lavada con un tampon diferente.

Tabla 5. Valores de la probabilidad de que la diferencia en el contenido de cada analito sea
aleatoria entre la muestra lavada del modo convencional y una muestra del modo de evento

individual.

Mn Mg Ca Zn

Probabilidad de que la

diferencia sea aleatoria (%) 6,47 26,81 0,03 80,95
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5. CONCLUSIONES

Una vez obtenidos todos los resultados se sacan diversas conclusiones respondiendo a los

diferentes objetivos que se han planteado al inicio de este trabajo.

En primer lugar, respondiendo al objetivo principal, se ha conseguido desarrollar un método
de analisis que ha permitido caracterizar la composicién elemental de esporas bacterianas
mediante SC-ICP-MS, tal y como se comprueba en este trabajo, a través del desarrollo de
los objetivos secundarios planteados. Realizando determinaciones de analitos con una
relacion encontrada anteriormente (Mn, Mg, Ca y Zn) se han optimizado los tiempos de
medida (dwell time de 100 ps), y el flujo de gas total para la introduccion de las células (1,15
L-min”" usando un flujo de gas de nebulizacién de 0,3 L-min™ y un flujo de gas de make up
de 0,85 L-min”) para obtener una eficiencia de transporte (15,78%) y una sensibilidad
adecuadas. En esta ultima optimizacion se ha constatado la resistencia de las esporas al
establecerse que el transporte de éstas y de las nanoparticulas de oro también usadas es
semejante, por lo que han podido usarse los datos conocidos de estas ultimas para los

calculos posteriores.

Por otro lado, se ha esclarecido que la utilizacion de un tampon para eliminar metales
adheridos a las membranas de las esporas bacterianas es Unicamente necesaria para el
uso del modo convencional de medida. Se ha conseguido reducir la cantidad de Mg y Zn,
que estan presentes en la membrana celular, mientras que no ha sido relevante para el Mn
y probablemente ha supuesto una contaminacion para el Ca (por lo que no se ha podido
comprobar si esta en la membrana) puesto que su cantidad aumenta en la muestra lavada
con tampon. Al utilizar el modo de evento individual no se han encontrado diferencias
significativas entre la muestra que ha sido lavada con tampon y la que no tras la realizacion
de las pruebas estadisticas adecuadas. Esto puede deberse a la gran diluciéon que ha de

hacerse a las muestras para la realizacion de determinaciones a través de esta técnica.

Este método que se ha desarrollado en la elaboracion del presente trabajo ha conseguido
validarse mediante la utilizacion del modo convencional de medida para ICP-MS ya que,
tras la debida comprobacién mediante los test estadisticos convenientes, se ha comprobado
que las diferencias en el contenido de cada analito entre la muestra lavada con tampon del
modo convencional y la del modo de evento individual no son significativas. Por lo tanto, se
concluye que SC-ICP-MS es una técnica analitica que, de cara a futuros estudios, se puede
seguir explorando y estudiando en este aspecto y por este camino para seguir dilucidando vy,
finalmente conseguir saber, qué aspectos de la composicion elemental de las esporas son

los que las hacen tan resistentes y frenar esta problematica.
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ANEXOS

A1. Para llevar a cabo las medidas en modo de evento individual, lo primero que se ha
realizado ha sido un calibrado de oro y la medida de nanoparticulas de tamano conocido
para poder calcular la eficiencia de transporte. Se adjunta en este anexo la recta de
calibrado (junto con su sensibilidad) que ha resultado de este prcoeso. Ademas, se incluye

el histograma de intensidad resultante tras la determinacién mediante el modo de evento

individual.
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Figura A1. Recta de calibrado utilizando oro en el rango de concentracion de 0 a 10 pg-L™.

Frecuencia (cuentas)
(o2}
o
1

0

L L L | T L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Intensidad (cuentas)

Figura A2. Histograma de intensidad obtenido de la medida de nanoparticulas de oro mediante

el modo de evento individual para la determinacién de la eficiencia de transporte.
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A2. Para tratar los datos resultantes mediante el modo convencional y obtener un valor de
masa se ha interpolado la intensidad obtenida para las muestras en las diferentes rectas de

calibrado (una para cada analito). Se incluyen dichas rectas mediante las Figuras A3-A6.
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Figura A3. Recta de calibrado de Mn obtenida del andlisis mediante el modo convencional.
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Figura A4. Recta de calibrado de Mg obtenida del andlisis mediante el modo convencional.
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Recta de calibrado de Ca
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Figura A5. Recta de calibrado de Ca obtenida del analisis mediante el modo convencional.
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Figura A6. Recta de calibrado de Zn obtenida del analisis mediante el modo convencional.
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A3. Se presentan los valores exactos para los flujos del gas de nebulizacion (L-min™) y de
make up (L-min™) en las optimizaciones mediante la dispersion de nanoparticulas de oro y
esporas con los cuales se han creado los diagramas de contorno que pueden verse en la

seccion 4.1.2.

Tabla A1. Valores obtenidos de intensidad (en cuentas) para las diferentes condiciones de

gas de nebulizacién y de make up midiendo nanoparticulas de oro.

Flujo del gas de make up (L-min™")

0,6 07 0,8 0,85 0,9
0,1 14.24 28.49 71,22 94,72 372,50
Flujo del 0,2 25.07 66,95 100,13 387.15 779.71
gas de 0,3 33.76 71.22 333,74 801,79 237.73
nebulizaciéon
(L:min™) 0,4 85.46 277.33 819,74 229.19 66,52
0,5 67,52 79367 289,01 79,48 26,55

Tabla A2. Valores obtenidos de intensidad (en cuentas) para las diferentes condiciones de

gas de nebulizacion y de make up midiendo manganeso en esporas.

Flujo del gas de make up (L-min™)

0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9

0,1 5,72 6,54 48,69 73,72 127,5 188,59 359,59

Flujo del 0,2 53,4 84,92 14498 256,15 323,59 556,59 1342,02

gas de
nebulizaciéon
(L-min™)

0,3 160 254 404 903 1808 2254  2098,27

0,4 | 429,22 896,39 1543,69 2254 1929,9 1239,72 852,08

0,5 | 1742,01 2021,65 1962,8 1032,23 874,6 532,48 478,78
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A4. Como se observa en las Figuras A7-A10, en los histogramas de masa se representa la
frecuencia frente a la masa en femtogramos. Puede verse la forma de las distintas
distribuciones Gaussianas, de las cuales se ha obtenido para cada analito en cada muestra

la masa central.
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Figura A7. Histograma de masa para el Mn obtenido del analisis de la muestra lavada

con el tampon (A) y de la muestra sin lavar (B). Fuente: elaboracion propia.
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Figura A8. Histograma de masa para el Mg obtenido del analisis de la muestra lavada

con el tampon (A) y de la muestra sin lavar (B). Fuente: elaboracion propia.

A5



800 800

7004 A 700 4

600 - 600

Frecuencia
w B ()]
o o o
(o ] o o
1 1 1

Frecuencia
w H ()]
o o o
=] o =
1 1 L

200 200

100 100

Masa (fg) Masa (fg)

Figura A9. Histograma de masa para el Ca obtenido del analisis de la muestra lavada

con el tampon (A) y de la muestra sin lavar (B). Fuente: elaboracion propia.
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Figura A10. Histograma de masa para el Zn obtenido del analisis de la muestra lavada

con el tampon (A) y de la muestra sin lavar (B). Fuente: elaboracion propia.
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