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RESUMEN

La bilolixiviacidn es parte de un proceso de eftraccién de
cobre y otros metales que depende fundament?lmente del
aumento de la oxidacidn de los sulfuros del miner%l por parte
de los microorganismos que crecen en el siste%a. En esta

. . 2 o]
tesis se estudid algunos aspectos del crecimiento de las
|

bacterias en el mineral biolixiviado. 1
Este trabajo consta de dos partes: en la primgra parte se

. . . . . |
estudid la colonizacidén de T. ferrooxidans sobre la

1

gsuperficie de un sustrato oxidable. La colohizacién se
estudid desde el punto de vista de los reque%imientos de
unién a la superficie a colonizar y del tipo de e%tructura de
crecimiento que las bacterias son capaces de for&ar sobre la
superficie colonizada. Para este estudio se utilizé azufre
elemental como superficie y fuente de energia,| por ser el
sistema méds adecuado para el disefio experimenta} utilizado.
La adsorcidén y proliferacién de las bactegias en las
{
diferentes superficies se siguid por observacién directa o

por tincién con un fluorocromo. Las observaciones se

dindmica de

registraron en video. Los resultados sobre la

ésta colonizacién y la distribucién de 1las bacterias

indicaron que las bacterias forman una monocapa de células

gue finalmente logra saturar la superficie de azufre. Estas




2

bacterias permanecen unidas apicalmente vy no estdn en
equilibrio con las bacterias en suspensién. Las oﬁservaciones
sobre la influencia de la gravedad en la colonizacién
bacteriana muestran que ésta determina la distribucidn de la
progenie de acuerdo a la ubicacién de las isuperficies
colonizadas con respecto a la gravedad. En las re?iones de la
superficie gue se encuentran ubicadas en forma p?ralela ala
!
fuerza de gravedad se observd la formacién de unal monocapa de
células, pero en aquellas regiones de la superficie que
enfrentaban la fuerza de gravedad, se observd una;acumulacion
de bacterias, pero sin llegar a la formacidn de;un biofilm.

|
Estas observaciones son extrapoladas a 1a posible

distribucién de las bacterias sobre las superficies del

|
mineral durante la lixiviacidén. Con respecto a %a adsorcidn

s . ! . .
inicial de las bacterias al azufre, se concluye gque la unidn

'
|

seria de tipo hidrofébica y no requeriria dé bacterias

|
metabdlicamente activas (incapaces de multiplicarse y de
llevar a cabo respiracidén oxidativa).
En la segunda parte de é&sta tesis, se iestudid la

poblacién bacteriana prevalente en un istema de

S DO

biolixiviacién y cémo ésta se ve influenciada por cambios en
|

la composicién del medio lixiviante. La composicién de la
!

poblacién bacteriana presente en columnas experfmentales de

biolixiviacidn de cobre se detexmind por el andlisis del ADN

|

extraido a partir de mineral y de soluciones de lixiviacién.

Se empled éste método para evitar una potencial seleccién
\
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I
|
|
|
|
| 3

|
durante la proliferacidén de la bacteria en los medios de
cultivos convencionales.
El andlisis inicial consistid en la observacidén de las

. 1

1

regiones espaciadoras ubicadas entre los genes |ribosomales

168 y 23S en los loci genéticos de los ARNr bacte$ianos luego
de la amplificacidn por PCR. La comparacidn idel tamafio
aparente de las regiones espaciadoras amplificaéas a partir
del ADN extraido, con aguellas obtenidas a pértir de 1la
principales especies que han sido aisladas de sistemas de
biolixiviacién, permitié un identificacién preliminar de las
especies bacterianas. La identificacién definitiva de las
bacterias se hizo por secuenciamiento parcial de los genes
del ARNr 16S, adyacentes a las regiones éspaciadoras
observadas. Este andlisis indicé la presencia de jpoblaciones
bacterianas diferentes en columnas lixiviadas coA diferentes
concentraciones de Fe(II). En las columnas lixiviadas con una
|
alta concentracién de Fe(II), el principal producﬁo observado
correspondié a la regidén espaciadora de ﬂﬁiobacillus
ferrooxidans. A bajas concentraciones de Fe(II)J ninguno de
los productos obtenidos correspondié al de T. f%rrooxidans,
detectandose en gran abundancia dos regiones espaéiadoras que
de acuerdo al tamafio de éstas y a la secuencia de los genes
ARNr 165 adyacentes, corresponden a cepas de las especies
Thiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans. Esto

indicaria que el tipo de fuente de energia dispﬂnible en el

' P B N T B B 1 .
sistema de biolixiviacidén wva a ser determinante en




|
|
!
seleccionar a las especies prevalentes en el si%tema.

Se observaron driasticos cambios en la compo%icién de la
poblacibén luego de cultivar muestras de las coﬁumnas en un
medio que contenia Fe(II} como fuente de energia,
observandose una fuerte seleccidén de T. ferrooxidans, lo que

|
concuerda con la prevalencia de éstas especies,ideterminada
por métodos de cultivo. En cambio, el cultivo| en mineral
selecciond una poblacidén con una composicién similar a la
observada en la muestra original.
Finalmente se discuten las proyecciones de los resultados

obtenidos sobre la optimizacidn de los procesos %ndustriales

de biolixiviacidn.




SUMMARY

Bioleaching is part of a copper extraction process that
depends primarily on the bacterial enhancement of copper
sulfides oxidation. In this thesis some relevant aspects of
the growth of bacteria in the leached ores were|studied.

This thesis consists of two parts. First, the growth of

T. ferrooxidans on the solid surface was studied. The growth
was studied in two ways: (i} the requirements for bacterial
attachment to the surfaces consisting of elemental sulfur
were identified and (ii) the kind of growth structures that
the bacteria are able to form on these suéfaces were
described. Growth and accumulation of bacte#ia on the
different surfaces was followed by optical micro%copy either
by direct observation or after staining. Obserﬁations were
recorded on video tape. The results on the growthldynamic and
the distribution of the bacteria showed that bacteria grew as
a monolayer of cells that finally covered the Jhole sulfur
surfaces. These bacteria were irreversibly, apica;ly'bound to
the substrate. The observations about the iAfluence of
gravity on the bacteria growth, indicated thatlthis force
determines the distribution of the progeny according to the
location of the colonized surfaces with respect ito gravity.

A monolayer of cells is developed on the surfaces located

parallel to gravity. In contrast, the upward facing surfaces,

|
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located perpendicular to gravity, bacteria accuwulated more
than one layer of bacteria but in a form diffe%ent from a
biofilm. The early attachment to the sulfur doesinot require
metabolically active bacteria and the attachment would be

hydrophobic.

In the second part of this thesis, the coqposition of
bacterial population in the bioleaching systenlané the effect
on this population of different leaching solutions were
studied. The composition of bacterial population in

experimental copper bioleaching columns was investigated by

analysis of DNA extracted from ores and leaching solutions.
This method was employed to avoid potential selection upon
growth in conventional culture media. The initial analysis
consisted of the observation of the spacer regions between
the 165 and 23S genes in the bacterial xRNA g%netic loci
after PCR amplification. Comparison of the appafent size of
the spacer regions amplified from the extracted DNA with
those obtained from reference species that | have been
previously isolated from bioleaching systems,| allowed a
preliminary assessment of the bacterial species.

Identification of the bacteria was subsequently done by

partial . secuencing of the 16S rRNA genes adjagent to the
|
observed spacer region. An analysis of the DNA isolated from

|
columns leached at different iron concentrations indicated
the presence of a mixture of different bacteria that changed

according to the ferrous iron concentration in the leaching




solution. At high ferrous iron concentration,

7

the spacer

region found in T. ferrooxidans was the main product

observed. At low ferrous iron concentration, none of the DNA

products corresponded to that obtained from T. fe
|

rrooxidans.

Instead, two spacer regions of different lengths were

observed in greater abundance. According to the

lengths of

the spacer regions and the DNA sequence of their [neighboring

168 rRNA genes, they corresponded to the

thiocoxidans and L. ferrooxidans.

species T.

Drastic changes in population composition were observed

after cultivation of samples from bioleaching

gsystems in

. A . |
medium containing ferrous iron as enerdgy source. A strong

selection of T. ferrooxidans was observed, that i

8 according

to the observed prevalence of this bacterial Ftrain with

culture method. Cultivation on a mixture of

minerals,

selected instead, a population with similar composition to

that observed in the original sample.

Finally, the impact of the obtained resuﬁts on the

optimization of the bioleaching process was discussed.




INTRCDUCCION

l. Crecimiento de bacterias en minerales | sujetcs a

biolixiviacion.

La biolixiviacidén es un proceso industrial ée creciente
aplicacidén en la mineria del cobre. Este proceso permite la
obtencidn del cobre al estado de sulfuros secundarios {(CuS y
Cu28, covelina y calcosina respectivamente), por el aumento
de la oxidacidén quimica natural producto del metabolismo de
los microorganismos presentes en el mineral. Sel estima que
este proceso de obtencidn de cobre, es responsable de mas del

10% del cobre obtenido en Estados Unidos y que sujutilizacién

aumentari notablemente en el futuro. La razdn de|ello es que
es un proceso industrial que resulta tener un meﬁor costo de
produccidén que el método tradicional y porque ad%més genera
una menor contaminacidn del medio ambiente (48).

Actualmente existen varias técnicas de biolixiviacidn que
se aplican en procesos a escala comercial.| Entre las

"] P B R S S ’ PR P
principales tenemos: la lixiviacidn in situ, lixiviacién en

vertederos, lixiviacién en pilas, lixiviacién en estangues,
lixiviacidén por agitacién y lixiviacién en reactores o
quimiostatos. En general, las operaciones de lixiviacién en
vertederos y pilas se hacen con material de deshFcho de las
minas, que tienen un bajo porcentaje del niineral. La

lixiviacidén en pilas, estanques y por agitacién pueden




aplicarse a minerales de alta ley. La lixiviacién en
reactores se aplica solamente en la extraccidédn| de metales

usando concentrados del mineral (48).

En nuestro pais, Sociedad Minera Pudahuel qSMP), en su
mina de Lo Aguirre obtiene la totalidad del cobre}que produce
utilizando el proceso de biolixiviacién en pila% de mineral
aglomerado. En 1994, comenzaron a funcionar otrés dos minas

i
|
que utilizan esta tecnologia: Quebrada Blanca y Cerro

Colorado. ‘
El proceso de biolixiviacidén aplicado en!estas tres
plantas mineras, bidsicamente, consiste en trituraf'el mineral
a lixiviar hasta un tamafio de 0,5 cm, aproximadaménte. Luego,
el mineral se mezcla con una solucidn diluida de 4&cido
sulfirico, que va a permitir que las particulaslpequeﬁas de
mineral que se han formado por efecto de la moliegda, se unan
a las particulas m&s grandes, formando estructurés esféricas
en las cuales en el centro se ubican las particdlas grandes
de mineral y sobre éstas se ubican los trozos mgs pequefios,
conformando lo que se llama un "mineral aglomerado" &
"aglomerado". Posteriormente, el mineral aglomerado se
deposita en pilas de 3 a 6 metros de altura, las cuales se
riegan con una solucién &dcida diluida de &cido| sulfirico,
denominada "Refino", sin llegar a inundar la pilla.

A wedida que la solucién lixiviante pasa a través de la

pila, el cobre que se encuentra en la solucién que rodea al

mineral aglomerado pasa a la solucién lixiviante|que fluye a




través de la pila. De esta manera la solucidn 1i

va enriqueciendo con el cobre lixiviado, el que

por procesos de extraccidn por solvente (SX)

10
xiviante se

finalmente,

y posterior

electrdlisis dard lugar a la obtencién de cobre catédico con

g
]

una pureza superior al 99,9

L.as reacciones de oxidacién de los sulfuros

en el nﬁneral, aumentada por la accidén de la
presente, que van a permitir la solubilizacidn
ocurriran en cada particula de mineral que
condiciones adecuadas para el
microorganismos responsables de la lixiviacidn.

gue la obtencidn del mineral aglomerado adecuado

crecimiento

secundarios
microflora
del cobre,
tenga las

de los

Es por ello

es un punto

- . 0 ] .
critico del proceso, ya que de esta manera el 1n§erlor de la

pila de mineral queda en condiciones que permitgn una alta

permeabilidad liquida y gaseosa que va a conducir
crecimiento bacteriano.
con la solucidn

Al regar estas pilas

preocupandose de no hacerlo en exceso, es decir,

a inundar el mineral regado, el refino es capaz

a un activo

lixiviante,
sin llegar

de pasar a

través de la pila de mineral, sin romper la aglomeracidn del

mineral. Esto seria asi, ya que sobre cada p
mineral aglomerado, se formaria una capa esta
liquido, lo cual haria que el liquido de regado

contacto directo con el mineral, disgregandolo, s

lo haria con esta capa de ligquido estacionario

similar a lo que ocurre en el interior de un tubo

! -
articula de
cionaria de

no entre en

ino que sdlo

situacién

f

por el cual
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pasa un flujo laminar de una solucidn cualquierall.

|

En un sistema de este tipo, todos los mecanismos de
transporte de solutos entre el liquido que |[fluye y 1la
superficie del mineral, se haria por difusidén |a través de

esta capa estacionaria.

El proceso oxidativo de los sulfuros presaiantes en el
mineral, si bien ocurre en forma quimica, rt:aquiere ser
acelerado para su utilizacidén como un proceso indIitstrialment:e
viable en la recuperacién de cobre. En la naturaleza, este
proceso oxidativo se ve acelerado por la accién de los

microorganismos presentes en el sistema de (lixiviacién

(22,27,48) .
Debido a 1la importancia gue estd adquiriendo este proceso
en la produccidén mundial de cobre a partir de sulfuros
secundarios, es importante conocer mids sobre el [crecimiento
de las bacterias presentes en los minerales iixiviados, tanto
1
desde el punto de vista de la diversidad de la! poblaciédn,
como de su comportamiento Dbajo las cond_%'l.ciones de
biolixiviacidén. Esto, ademds de aumentar el conocimiento
sobre la diversidad de las bacterias litotréficas, podria
ayudar a manejar las condiciones del proceso en forma mas
adecuada para mejorar la eficiencia de éste. i
|
l
2. Microflora en los sistemas de biolixiv:i.acic’m.%
|

Al estudiar los tipos de microorganismos presentes en los
|

. o . . . . . ' |
distintos sistemas de biolixiviacién, no se ha enclontrado una

|
!
|
|
|
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poblacidén tan diversa como la observada en otros!ecosistemas

naturales, tales como suelo, aguas, etc, probablemente por
constituir un ecosistema de condiciones ext¥emas (alta
acidez, hiperosmdético, metales pesados). Sin emba?go, hay que
tener en cuenta que la identificacidén de lé poblacidn
microbiana presente en los sistemas de bioliixiviacién,
generalmente se ha hecho por el cultivo de 1os
microorganismos, lo que podria subestimar el nﬁqero real de
|
especies microbianas. Por lo tanto, el emple& de nuevas
técnicas de identificacién, que no utilizan el cu%tivo dentro
de su metodologia, podria aumentar la diversﬂdad de los
microorganismos aislados de los sistemas de biolixiviacién.
La microflora detectada se encuentra compuesta por
protozoos, tales como Amoebas y Euglenas y hongos, tales
como Penicillium, Cladosporium, Trichosporon y ﬁhodotorula.
Sin embargo, la poblacién de microorganismos mis numerosa
estd compuesta por bacterias (48). La composicién de la
poblacidn bacteriana se ve fuertemente influencgada por la
temperatura a la cual se encuentran sometidas. Fn sistemas
mesofilicos, en los cuales la temperatura no suﬁera los 45
°C, situacidén en que estadn la mayoria de lés procesos
industriales hoy en uso, incluyendo mina Lo Agugrre, se ha
observado la presencia de varias especies de bacterias
litotréficas, altamente acidéfilas, entre las cuales tenemos

a Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiocoxidans,

Leptospirillum ferrooxidans vy bacterias hetlerotrdficas
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acidéfilas del género Acidiphilium, tales como A. |cryptum, A.
angustum, A. facilig, A. rubrum y A. organovorum (22,48)}. A

temperaturas mayores de 45 °C, las especies pbacterianas

dominantes cambian, predominando entre otras Thio@acillus TH,
una cepa moderadamente termofilica y varias especies de
Sulfobacillus, como por ejemplo, Su?fobacillus
thermosulfidooxidans. A temperaturas aln mayo%es, se ha
encontrado que predominan bacterias termdéfilas %xtremas del
tipo arguea, tales como Sulfolobus acidocaldariusJ Sulfolobus
solfataricus, Sulfolobus ambivalens y Acidianus brierleyi
(22,48} .

En procesos industriales de biolixiviacién| llevados a
cabo a temperatura ambiente, debido a su ubicuidad y a su
capacidad para crecer solubilizando los cationes met&licos

unidos a sulfuros insolubles, T. ferrooxidans es considerado

el miembro mds importante de la poblacidn bacteriana y por

consecuencia el principal responsable del groceso de
|
biolixiviacidén (22,46,48). Debido a esto, %s que los
investigadores que trabajan en biolixiviacién realizan
grandes esfuerzos en la investigacién de é&sta bacteria, ya
que un mayor conocimiento sobre su fisiologia,) permitiria

mejorar una operacidén industrial de biolixiviacién.

|

Para explicar el efecto catalitico del proceso oxidativo

3. Cultivo de T. ferrooxidans en mineral.

de sulfuros por la accidén de T. ferrooxidans, se han
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postulado dos mecanismos. En uno, el "efecto indirecto", la
oxidacidén de los sulfuros se llevaria a cabo por el Fe(III)

presente en las soluciones de lixiviacidén y la ifuncién que

tendria la bacteria en este proceso seria la regeneracidn del
Fe(III), por oxidacidén del Fe(II). En el mecanismé de "efecto
directo” en cambio, la accidn catalizadora de 1aibacteria se
postula que estaria dada por la secrecidn de mqléculas que
actuarian directamente scbre el mineral removienéo el azufre
y transportdndolo al interior de la célula para [ser oxidado
(27,47). |

El requerimiento de contacto entre T. ferroo%idans y los
sulfuros insolubles a ser lixiviados es imprescﬂndible para
lograr un efecto directo y tal vez también enn el efecto
indirecto, ya que ha sido postulado como un fac%or clave en
la lixiviacién microbiolégica de sulfuros. Esto #ebido a que
en cultivos en mineral, la mayoria de las bécterias se
encuentran unidas a &l (64), incluso dejando ra%tros de su
unién a través de marcas de erosidn del tamaiio de!la bacteria
sobre la superficie del mineral (3,4,47). Se pLstula, que
este halo de corrosidén podria deberse a la accidn de un
metabolito sintetizado por la bacteria luego de unirse a la

superficie del minexral (47). Apoyando lo anterior, se ha

observado que moléculas tensoactivas, tienen| un efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de la bacteria;] en mineral

(4).

En pirita, aparentemente la corrosidn bacteFiana de la
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superficie de un mineral seria producto de la accidn conjunta

del Fe(III), producidoc como consecuencia de la oxidacidn
bacteriana del Fe(II) en solucidén {efecto indirecto) y de la
accién de la bacteria sobre la superficie de-i la pirita
(efecto directo) (58).

La fase inicial de la colonizacién del mineral por las
bacterias suspendidas en la solucién de lixiviacién, presenta
como primer paso la adhesidn de las bacterias al mineral.

La adhesidén de una bacteria a un sustratci) puede ser
descrita en términos de dos aproximaciones fis%coquimicas,
por la teoria DLVO y por el balance de energigs de Gibbs
superficiales (37,38). Segun la teoria DLVO, que considera a
las bacterias como particulas coloidales vivas,| cuando las
bacterias se acercan a la superficie de un s{lstrato, la

adhesidn de las bacterias a este sustrato va a |depender de

las interacciones de rango largo que se establezcan entre las
superficies de la bacteria y el sustrato (sumatoria entre las
interacciones de Van der Waals y 1las irilteracciones
electrostdticas). El que haya adhesidn dependéré de cuan

cerca Jlas interacciones de rango largo permiltan que la

bacteria se acergque al sustrato.

Si la bacteria puede acercarse lo suficiente al sustrato,
I

P . - . . | .
se unird reversiblemente a éste. Pero si las interacciones de

|
rango largo permiten a la bacteria llegar muy ;cerca de la

1
superficie del sustrato, la interaccién adhesiya entre la
i

bacteria y el sustrato no podra ser explicada pc::r la teoria

i
1
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|
DLVO, sino que por las interacciones de rangoicorto, que

podrian permitir la adhesidén irreversible de 1a!bacteria al
sustrato. Para que ello ocurra, la unidn déberé estar
termodindmicamente favorecida, en términos de qué la energia
interfacial bacteria-mineral sea menor a la %uma de 1las
energias interfaciales bacteria-liguido y min%ral~liquido

(37,38). I

i

Para que las bacterias puedan adherirse a l% superficie
i

t
de un sustrato, tienen que acercarse a la superfié¢ie de éste.
En un sistema sin agitacidn, con bacterias no métiles, los
. . . - ! .
principales mecanismos que harian que las bacterias se

acerquen a la superficie del sustrato, serian 1la

|
sedimentacidén por efecto de la gravedad y la iifusién por
movimiento Browniano. {

La difusidén por movimiento Browniano para unaibacteria se

ha estimado aproximadamente en 55 x 10°° mm2/segﬁndo (28,57)

y 8i bien el coeficiente de sedimentacidén de T. ferrooxidans

|
no ha sido determinado, se sabe que el coeficiente de

sedimentacion de una bacteria tipo es del ordenjde 1 x 10°%

segundos. t
|

Al aplicar la ecuacidn de sedimentacidn a equilibrio para

1
. . 1
un sistema de dos componentes, que con51der§ tanto 1la

e s - , |
difusidén por movimiento browniano como la sedim%ntacién por
gravedad de la particula, con el fin de calcular la
distribucidén de las bacterias sobre la superfliicie de un

sustrato sumergido en una solucidn, se puede aprqciar que la

}
|
|
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mayoria de las bacterias se encontrarian sobre la superficie
superior del mineral, cruzando la capa de liguido estético

que rodea a las particulas (figura 1).

Boncentracidn _relativa de bacterias
quilibrio a 1g

Conc. en superficie / Conc. a x de la superficie.

) 40 8o 120 152 200 24C

‘ Distancia de la superficie (micrones)
(3:densidad 1,00 + :densidad 1,02 ¢ :densidad 1,04

Figura 1. Distribucién de las bacterias a |distintas
distancias de la superficie de un sustrato, de acuerdo a la
ecuacidén de sedimentacién a equilibrio. Dens: Densidad de la
solucidn.

Bajo estas consideraciones, el mecanismo mds importante
1

que haria que las bacterias se acerguen a la supz:erficie de
los minerales lixiviados, seria por sedimentaciérix sobre la
superficie superior de las particulas.

Las Dbacterias al proliferar scbre 1la superficie
colonizada, pueden eventualmente llegar a formar un biofilm
bacteriano (10,17,56). Si bien hay evidencias de que T.

ferrooxidans es capaz de formar una estructura de; este tipo
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(31), en ese caso en particular la bacteria se cultivd sobre

un soporte inerte (poliestireno) y la fuente de!energia se
encontraba en forma soluble (Fe(II)). En nuest#o caso, la
fuente de energia se encuentra en el soporte sobré el cual va
a crecer la bacteria. Por lo tanto, la formacidén de un
biofilm dependera de si la bacteria es capa; o no de
sintetizar una matriz orgénica, generalmente de tipo
polisacérida, al crecer en la superficie del azufre, de tal
manera de mantener a las bacterias inmersas en ella y si asi
lo hiciera, ser capaz de transportar la fuente|de energia
hacia el interior del biofilm. Solo si la bacteria es capaz
de cumplir con estos requerimientos al proliferar sobre la

superficie del azufre podria formar un biofilm.

. . - . . 1 .
Al determinar la unién irreversible de T. ferrooxidans

sobre la pirita presente en carbdén, primer ?aso en la
colonizacién del sustrato, se observd qué esta es
|
extremadamente rapida, eficiente y selectiva {(90% de la
poblacién bacteriana en suspensidn, se une al %ustrato en
menos de 2 minutos postinoculacién). En este casé no toda la
superficie es adecuada para la unidn de la bacteria y esta
ocurriria predominantemente en zonas expuestas de pirita en
el sustrato (2,40). Experiencias similares en minerales
como pirita y calcopirita, han confirmado la selectividad de
esta unidn (43}.

Al cultivar T. ferrooxidans en minerales gue constituyen

su fuente de energia, se ha observado que |aumenta la




|
|
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hidrofobicidad de la superficie bacteriana (12 Estudios
utilizando espectroscopia infraroja indican gque esto se
deberia a la sintesis de una molécula de origen proteico, que

no se encuentra cuando la bacteria se cultiva con una fuente

de energia soluble como Fe(II) (12). Si bien la funcidén de

este cambio no ha sido dilucidada, penséndose en un posible
rol en la adhesidén de las bacterias a la supierficie del
mifxeral, esto nos indica que el crecimiento en s%perficie de
la bacteria, determina cambios importantes en su ﬁisiologia.
|

Una evidencia que confirma lo anterior se | observa al
cultivar T. ferrooxidans en un reactor, utilizando
poliestireno como soporte sobre el cual proliferar y con

Fe(II) como fuente de energia (31). En estas condiciones la

bacteria es capaz de formar un biofilm y se comporta
fisiolégicamente distinta a como lo hace al cuiltivarse en
suspensién. Asi por ejemplo, la velocidad de oxidacién de
Fe(II), que en un cultivo en suspensién de la bacti;eria, tiene
un 6ptimo a 30 °C y pH 2,2, con inhibicién de la reaccidn a

concentraciones de Fe(III), superiores a 6 g/l, se hace casi

independiente a cambios de temperatura entre 13|y 38 °C; de
pH entre 1,3 y 2,2 y no hay inhibicidn por concent::raciones de
Fe (III) hasta de 14 g/1. :
4. Cultivo de T. Fferrooxidans en azufre elemental, como
modelo para el estudio del cultivo en superficie.

Las bacterias que se encuentran presentes en un sistema
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de lixiviacién pueden proliferar en dos formas: en suspensidn
en la solucién lixiviante, utilizando los solutos necesarios
para su crecimiento a partir de los solutos solubles,

presentes en la solucidn de lixiviacién; & unidas{al mineral,

situacién en la cual pueden oxidar sustratos insPlubles.

En cuanto a las caracteristicas de la prolifeéacién de la
bacteria sobre la superficie del sustrato coloniz?do, poco es
1o gue se sabe al respecto. A pesar de que la pﬂoliferacién
de esta bacteria en los procesos de lixiviagién tiene
caracteristicas del tipo seflalado, su fisiol%gia se ha
estudiado principalmente en suspensioén, ;en estado
plancténico. Pocos esfuerzos han sido publ#cados para
entender el crecimiento de esta bacteria cuando ée encuentra
unida a superficies sdélidas (3,4,14,15,47).

Al estudiar el crecimiento de T. .ferroox&dans sobre
perlas de azufre elemental como ilnica fuente de lenergia, se
ha podido determinar que en los estadios temprancs del
crecimiento, toda la progenie queda inmediatamenté adsorbida,
pero a medida que el crecimiento avanza, se {observa un
aumento de las bacterias libres, debido a la liberacidn de la
progenie resultante de la replicacidn de un nimero constante

de bacterias adsorbidas, pero gque sin embargo no serian

metabdlicamente activas (14). Estudios recientes indicarian
que las bacterias gue se encuentran en solucién también
serian capaces de duplicarse sin necesidad de estar unidas

directamente a la superficie del azufre, debido a la
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utilizacién de metabolitos intermediarios de la oxidacién del
!
|

azufre, principalmente sulfitos y tiosulfatos, liberados a la
solucidn como producto de la actividad oxidativa bacteriana
en la superficie del azufre (5). Esto indicaria que en un
cultivo de T. ferrcoxidans utilizando azufre sélido como
fuente de energia, las bacterias no necesariaTente van a
tener que estar unidas sobre la superficie del |lazufre para
ser metabdlicamente activas y poder crecer y duplicarse.
Aparentemente, la estructura cristalina de} azufre es
importante en el crecimiento bacteriano, al iéual que 1lo
observado en pirita, ya que no toda la superficié del azufre
es capaz de ser colonizada por la bacteria, pues |ain después

» L] ] L) n
de 4 meses eg posible observar zonas sin jcrecimiento

bacteriano (14,33).

En presencia de Fe(IIl), una fuente de energia soluble,
las bacterias son capaces de unirse y crecer sobre el azufre
con la misma eficiencia mostrada en ausencia de| Fe(II), va

que T. ferrooxidans, puede utilizar simultd&neamente ambas

fuentes de energia (15). Aunque bajo estas condiciones, si
t
bien la velocidad de oxidacidén de azufre no se ve alterada,

la velocidad de oxidacidén de Fe(II), es 3 a 7 vecés menor que

|
la obtenida con la bacteria adaptada a crecer en Fe(II)

(14,15) .

5. Estudios de la poblacidn bacteriamna gque crecé en mineral
|
lixiviado. }

|
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5.1. Bacterias prevalentes en biolixiviacidn.

La investigacidén microbioldgica de un| sistema de

biolixiviacidén de este tipo se centrdé inicialmente en la
identificacidén de los principales microorganismois presentes
en el sistema. Estos estudios, que utiliza:n técnicas
convencionales de aislamiento bacteriano consistientes en la
proliferacién de las bacterias presentes en una muestra
natural en medios de cultivos con Fe(II) o azufre elemental,

llevaron a aceptar gue 1la bacteria prevalente era T.

ferrooxidans y como especies secundarias era posible

encontrar a T. thiooxidans, L. ferrooxidanF, algunos
gy e 1 .
heterdtrofos del género Acidiphilium, etc (22,27,48). S6lo en

i
algunos casos aislados se han estudiado por !cultivo en

minerales sulfurados o en medios diferentes, |lo que ha

L,
conducido al aislamiento de nuevas especies COmo,

Thiobacillus cuprinus, cultivado en medio con minei\rales (26} .

Esta tesis se inicid con el convencimiex;lto que T.
ferrooxidans c¢onstituia Jla bacteria mas imp:ortante en
biolixiviacidén. Sin embargo hallazgos recientes, ébtenidos en
la determinacién de las bacterias presentes en diversos
ecosistemas por el uso de técnicas moleculares qutaT no emplean
cultivo dentro de su metodologia, han indicadoi que en la

;

mayoria de los casos los microorganismos encontrados no
corresponden a los ildentificados previamente por {los métodos

tradicionales de cultivo (60,53,36,18,8).

En vista de que 1la aceptada prevalencia de T.




ferrooxidans en los sistemas de biolixiviacién se
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ha obtenido

por los métodos de cultivo tradicionales, que podrian haber

alterado la composicién de la poblacidn

inicialmente presente en el sistema,

considerar que era necesario revisar la supuesta

de T. ferrooxidans en el sistema,

bacteria modelo en 1los estudios

esto nos

microbiolbgicos

bacteriana

llevd a

prevalencia

Y por ende Su uUsO COmMO

de

optimizacién de procesos industriales de biolixiviacidén. A

continuaciédn se revisa esta situacidn.

5.2.
mineral biolixiviado.

Los medios de cultivo utilizados para el

Anadlisis directo de la poblacidén bacteriana en

analisis de

las bacterias en un sistema de lixiviacién, no reproducen las

condiciones de lixiviacidn y constituyen en real
selectivos, donde s6lo una fraccidén de los micr
originalmente presentes son capaces de crece:
cultivar, es posible obtener una poblacién final

bacteria(s) prevalente(s), es decir las que se en

mayor numero,

idad medios

oorganismos

pe

Asi, al

donde la(s)

cuentran en

pueden haber representado sdélo una pequeiia

fraccidn de la poblacidén original. Ademds, la f%

. . . |
los microorganismos crecidos en el laboratorio,

védlida bajo esas condiciones, lo cual en muchos
bastante de las condiciones naturales en las
microorganismo crece en su ambiente natural.

Actualmente,

siologia de
s86lo es
casos dista

Cuales el

existe consenso que en la mayoria de los

5
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estudios de comunidades, las bacterias cultivadas no
representan realmente a las bacterias predominantes en el
sistema, debido a que los métodos tradicionales de cultivo,
por su naturaleza selectiva, subestiman el nlmerc y 1la
variedad de microorganismos en una muestra (49, 60,|61). Esta
deficiencia es probablemente mayor alin en el sistema de
1{xiviaci6n, donde las bacterias observadas son generalmente
s6lo aquellas capaces de crecer utilizando como jfuente de
energia, i6n Fe(Il) o azufre (19, 21,22).

El analisis directo de 1la poblacidén bacteriana, ha

permitido sugerir que T. ferrooxidans, la especie considerada
mas importante en biolixiviacidén, podria no constituir la
especie prevalente. Muyzer y colaboradores utilizando un
anticuerpo especifico contra T. ferrooxidans |capaz de
reconocer distintas cepas de la bacteria incluso crecidas en
medios de cultivo con distintas fuentes de | energia,
observaron que en un sistema de lixiviacién de lla pirita
contenida en carbdén, la mayoria de las bacterias observadas
por tincidén con Dbromuro de etidio, un £luorocromo

inespecifico, no eran detectadas por un anticuerpo policlonal

anti T. ferrooxidans (39). Apel y colaboradores obtuvieron
resultados similares analizando muestras de soluciones que
drenaban de una mina de cobre (1). Por otra parte, Sand vy
colaboradores demostraron que en un sistema de lixiviacidn de
cobre, las bacterias del género Leptospirilli, constituian al

menos la mitad de la poblacidén cultivable [(52). El
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aislamiento de ARNr 58 no identificados también da resultados
. . .« ]

sugerentes de la presencia de especies bacterianas en estos

sistemas qgue aun no han sido identificadas por los métodos

|

tradicionales de cultivo (34) (ver mas adelanteh.

1
i

1

|

|
-

6. Determinacidn de la complejidad de 1a.pob1acio#1bacteriana
presente en distintos ecosistemas. 5

Para estudiar la diversidad de una poblacién bacteriana
en muestras naturales, se han desarrollado estrategias que
han permitido detectar aquellos microorganismos q%e no pueden
ser cultivados en el laboratorio. Asi por %jemplo, el
aiglamiento y andlisis de las secuencias de loslARNrs 58 y
16S directamente del sistema, ha permitido #etectar la
presencia de bacterias que no habian podido seﬁ observadas
por cultivo, pero gue sin embargo se encuentran %n un nimero
apreciable en ecosistemas naturales (8,18,34,36,%3,60). Esta
metodologia presenta no solo la ventaja de que el |andlisis no
se encuentra limitado a organismos gque pueden seé cultivados
en el laboratorio, ya que por la comparac%én de las
secuencias de los ARNrs ribosomales obtenidos, %on aquellas
de las de wmwicroorganismos de colecciones ﬁe‘ cultivo
disponibles en los bancos de datos, se puede esFablecer la
diversidad filogenética de las especies presehtes en el
ecosistema. Sin embargo, estas técnicas tieéen algunos

incovenientes que hay que tener en cuenta alinmmento de

|
analizar los resultados obtenidos. Al secuenciar directamente

3

|
|
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los ARNr presentes en las muestras naturales, puede que no se
detecten aquellos pertenecientes a las bacteﬁias gue se
encuentran en bajo nfimero dentro de la poblacidn,
detectédndose s6lo las mwmas abundantes. Por otra parte,
cualquiera de las aproximaciones utilizadas en el laislamiento
de las secuencias de los ARNr a partir del ADN de 1los
microorganismos presentes en muestras naturales,
potencialmente pueden imponer una seleccidn de las secuencias

que van a ser aisladas. Esto porgue cuando el secuenciamiento

se hace a partir de los genes de los ARNr, se hace necesario
clonar los genes y la sintesis del cADN previo a clonar
potencialmente podria seleccionar agquellas secuencias que
interactdan favorablemente con los partidores o]polimerasas

(53) . Ademds, los distintos tipos de secuencias |de los ARNr

aislados de una muestra natural, lo que represent§n.realmente

|
es la diversidad genética de los ARNr presentes en el sistema

analizado y no es tan claro que ello impligque neﬁesariamente
microorganismos distintos, yva que ﬁodr&an haber
microheterogeneidades de los genes de los ARNr dentro de un
determinado género o especie, producto de la divergencia y
especiacién de lineas celulares que ocurriﬁia por la
variabilidad del habitat (adaptacién microgeografica) o por
la presidn selectiva que podrian provocar infecciones virales
(18) .

El analisis de los ARNr 55 aislados a partir de una

muestra de solucidén lixiviante, permitid aislar dos tipos de




27
ARNr 58, de 1los cuales s8lo uno de ellos pudo ser
identificado, resultando ser idéntico en secuencia a la cepa
ATCC 19859 de T. ferrooxidans, sin embargo, el otro ARNr 55
no pudo ser identificado (34). Por otra parte, enjel andlisis

de los ARNrs 16S aislados directamente de los microorganismos

que crecen en agua de mar, se ha determinado la presencia de
un gran nimero de especies filogenéticamente relacionadas,
gque no pertenecen a ninguno de los wmicroorganismos
previamente cultivados (8,18,53). Algo similar se ha
observado con muespras de agua dulce en un ambiente
terméfilo, en las cuales se han podido aislar ocho tipos de
ARNr 168, ninguno de los cuales corresponde a las secuencias
de los microorganismos del sistema que son capaces de crecer
en el laboratorioc {(60). Andlisis de los ARNrs 16S aislados a
partir de muestras de suelo, han conducido a| los mismos

resultados (36).

7. Propiedades de las bacterias encontradas en

biolixiviacidn. Diversidad intraespecie.

Las bacterias cultivadas y clasificadas como T.
ferrooxidans presentan una gran variedad genotipica.

Estudios filogenéticos moleculares de diferentes aislados
de T. ferrooxidans y de otras especies bacterianas presentes
en sistemas de biolixiviacidén utilizando el porcentaje de
similitud de secuencia de los ARNr 16S, han permitido

clagificar los distintos aislados de T. ferrooxidans en
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grupos filogenéticamente distintos, incluso con mas distancia
evolutiva entre si que la existente entre algunosjaislados de
7. ferrooxidans con T. thiooxidans (19,35,62). Esto sugiere
que distintos aislados de T. ferrooxidans podrian presentar
diferencias importantes en su comportamiento| fenotipico
reflejando lag diferencias genotipicas encontradas.

Estudios basados en otras propiedades, como |composicidn

de &Acidos grasos, componentes respiratorios y secuencia del
ARNr 5S, tambidn permiten observar la gran heterogeneidad
existente entre aislados de estas especies (7,34}).

La hibridacién de &cidos nucleicos, como por ejemplo la
hibridacién entre moléculas de ADNs, también se utiliza para

medir las relaciones filogen&ticas entre las! bacterias,

aunque en este caso los estudios se ven restringidos a

determinar las relaciones existentes dentro de las bacterias

de un género en particular (62). A este respecto, existen
varios trabajos que estudian la heterogeneidad genotipica
existente entre distintos aislados de las especies mas
frecuentemente aisladas en sistemas de biolixiviacién
(20,21,22,23,24).

Basado en el porcentaje de hibridacidén de los ADNs
genfmicos de distintos aislados clasificados como 7.
ferrooxidans se han establecido al menos siete grupos (2, 3a,
3b, 4, 5, 6 y 7}, con porcentajes de similitud entre 1los
aislados pertenecientes a un grupo no inferiores al 70% y con

tan bajos porcentajes de similitud entre los aislados
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pertenecientes a distintos grupos, gque por criterios
aplicados en la definicién de la mayoria de las otras
especies, podrian agruparse en varias especies diferentes
(21,22,24).

Por otra parte, las bacterias clasificadas como L.
ferrooxidans también muestran un alto grado de heterogeneidad
genotipica, tanto por secuencia de ARNr 16? como por

Lg L] L - L] I L] o I
hibridacidn de ADN gendmico. Por este {iltimo método se pueden

distinguir al menos 5 grupos, que se han denominado 1, 1.1,
1.2, 1.3 y 1.4 (20,23,24). En las cepas de T. thiooxidans en
cambio se observa un solo grupo por hibridacign ADN-ADN,
todas mostrando una hibridacién cruzada super%or al 70%.
(19,21,34,35) . '

Es por ello que algunos autores al referirgse a T.
ferrooxidans y L. ferrooxidans les prefieren llamar
fenoespecies, va que solo fenotipicamente podrian
clasificarse dentro de una misma especie (20).

En todo caso cabe hacer ciertas consideraciones con

respecto a los resultados obtenidos empleando la técnica de

hibridacién entre ADNs gendmicos para determinar la

diversidad genética entre distintos aislados de las especies
méds frecuentemente encontradas en biolixiviacidén. Si bien
esta es wuna técnica aceptada en 1la determinacidén de
relaciones filogenéticas entre bacterias perteneﬁientes a un
género determinado (62), los resultados obtenidos son muy

dependientes de las condiciones en las cuales se| desarrolla
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la reaccién. El tamafio del ADN utilizado, la temperatura de
reasociacidn, el tiempo de incubacidn, la concentracidn de
sales, especialmente de sodio, son cruciales en la obtencidn
de una adecuada reaccidédn de hibridacidn.

En los trabajos citados anteriormente, si bien algunos de

ellos dan detalles de las condiciones empleadas,como que el

ADN es fraccionado hasta un tamafio Qg 400 nucledsidos,
crucial para evitar la precipitacién del ADN gendmico, la
mayoria de las condiciones de las reacciones no [son dadas y
si lo son, no se fundamenta el por qué de su uso. Otro
problema gque hay que tener presente es la deteccidén de los
ADNs hibridados luego del tratamiento con ribonucleasa S1.
Podria ocurrir que para dos reacciones de hibridacién en que
el porcentaje de hibridacién es el mismo, el tamafio de los
fragmentos hibridados puede ser muy distinto, de tal manera
gque la retencidén de ellos en el £iltro puede ser diferente,
ambas

valores muy distintos entre

pudiendo detectarse

hibridaciones pese a tener el mismo porcentaje de

hibridacidn.

Debido a lo anteriormente expuesto, cabe la

que los resultados obtenidos por hibridacién de

posibilidad

ADN, no den

cuenta de las reales diferencias genotipicas existentes entre

los aislados de las distintas especies analizadas
que tener en cuenta al momento de analizar los

obtenidos por esta técnica.

, lo que hay

resultados

Debido a que el proceso de lixiviacién depende
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principalmente de la oxidacién llevada a cabo por los

microorganismos, es que en este trabajo se |estudidé el

crecimiento de las bacterias en el mineral biolixiviado, ya
que el conocimiento del crecimiento de la bacteﬁia sobre la
superficie del mineral lixiviado, representa una|etapa clave
en el estudio de un sistema de lixiviacidn.

Este trabajo se divididé en dos partes. En pﬁimer lugar,
como se suponia que T. ferrooxidans era la principal bacteria
responsable de la lixiviacidn de sulfuros de cobre y el mejor
conocimiento del crecimiento de la bacteria en el sistema de
lixiviacidén permitiria definir wmejor aquellos, parametros
relevantes en el proceso, es que se estudid el crecimiento de

T. ferrooxidans sobre la superficie de un sustrato. La

hipdtesis de trabajo propuesta es que la proliferacién de T.
ferrocoxidans en superficie se ve influenciada por [condiciones
distintas a las que encuentra la bacteria al crecer en un
cultivo en suspensidn, determinando propiedades diferentes en
la dinédmica de la proliferacién de la bacteria. Para ello el
cultivo de la bacteria en mineral se estudid deﬁde el punto
de vista de los requerimientos de unidén a la shperficie a
colonizar y del tipo de estructura de crecimiento que la
bacteria es capaz de formar sobre la superficie |colonizada.

Para este estudioc se utilizd azufre elemental come supexfigie

y fuente de energia, por ser el sistema mas adecuado para el
disefio experimental utilizado.

Sin embargeo, a medida que transeurria esta| tesis; les
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1
recientes trabajos sobre diversidad bacteriana, describiendo

la prevalencia de bacterias no cultivables enl diferentes
sistemas, y observaciones realizadas en el laboratorio, nos
llevaron a reconsiderar la aceptada prevalencia de T.

ferrooxidans en biolixiviacién y a reconocer la necesidad de

un estudio moderno sobre la poblacién bacteriana realmente
prevalente en el sistema de biolixiviacidn en referencia. La
hipbétesis que se postula es gue no necesariamente|la bacteria
prevalente en un sistema de biolixiviacién es T.
ferrooxidans, sino que podrian existir otras especies
bacterianas, algunas conocidas y otras aiin no idQntificadas,
que podrian ser tanto o mds numerosas en el sistema,
dependiendo de las condiciones del medio 1ixivianti:e. Por esta
razén en este trabajo se estudid la diversidad!poblacional

bacteriana del sistema y como ésta se ve influenciada por
cambios en la composicidén del medio lixiviante.

La poblacién bacteriana predominante en bioli}:civiacién se
determindé por andlisis del ADN extraido directamente del

|
sistema de biolixiviacidén. Con la finalidad de obtener una

extraccidn eficiente del ADN de 1la poblaciénlbacteriana
presente en el sgistema de lixiviacidén, fue necesario
desarrollar un protocolo de extraccidn adecAado a las
caracteristicas de nuestro sistema. Este protécolo debia

cumplir al mwenos dos condiciones bédsicas: permitir la

extraccién del maximo de ADN presente, taqto de los

|
microorganismos que crecen en suspensién en }a solucidn

i
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I
lixiviante como de aquellos que crecen unidos| al mineral
|
v . by
lixiviado, y obtener como producto de la extraccidén, un ADN

representativo de las especies bacterianas presentes en el

sistema. Esto f{iltimo, como se wverd mas adelanﬁe, resulta

esencial para definir la diversidad de 1 poblacidén

|

i

a

|

bacteriana, presente en el sistema de 1ixiviaci?n.
|

Posteriormente, se analizdé la composicidn de %a poblacidn

bacteriana presente en la muestra original !de mineral
I

lixiviado que contenia sulfuros de cobre vy |de aquella
{

seleccionada luego de crecerlas en condiciones de

laboratorioc. La composicién de la poblacién baFteriana se

basdé en la determinacidén del polimorfismo de tamafio de la

regidn espaciadora entre los genes 16S y 23S |de los ARN

ribosomales del ADN extraido.

En los procariotes el loci genético de los ARNr contiene

a los tres genes que codifican para las distintﬁs moléculas

de ARNr (5S,16S y 23S8) (29). Estos genes sel encuentran

separados por regiones espaciadoras que presen#an un alto
|

grado de variacidn de secuencia y de tamafio ja nivel de

géneros y especies bacterianas, las que en parte |se deberian
a variaciones en el nimero y tipo de tARNs presen?es en estas
regiones. Las regiones espaciadoras presentan en éus extremos
estructuras secundarias en forma de tallo% gue son
importantes en el procesamiento de los ARNr (55)|. Debido al

rol funcional que cumplirian estas estructuras [secundarias

que harian imprescindible su presencia en la bacteria, lo que
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|
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se ha visto confirmado al detectarse en méas dé 300 cepas
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bacterianas estudiadas, e incluso también en algunos hongos
(29}, es qgue se ha postulado como un buen méto&o, simple y
directo, para la identificacién de especies| y géneros
bacterianos (29).

Basicamente, este método consiste en amplificar por PCR
la regién espaciadora intergénica que se ubica entre los
genes ribosomales 16S y 23S. Los productos obteni?os luego de
su amplificacidén por PCR, usando partidores comélementarios
a regiones conservadas del extremo 3’ del gen Qara el ARNr
168 y para el extremo 5’ del gen para el AR;Nr 238, se
compararon por electroforesis en gel con aqueilos de las
principales especies aisladas a partir de %istemas de
biolixiviacién, permitiendo la asociacién pfesuntiva a
especies bacterianas particulares.

Dos operones del ARN ribosomal (rrnTl y anTz) estén
presentes en el genoma de la cepa Torma de T. férrooxidans.
Ambos operones tienen una regidén espaciadora inte;génica 165~
23S idéntica, que contiene secuencias tipo tARN-ile y tARN-
ala, con un tamafio total de 530 pb. Un alto nivel de

homologia (97%) se ha observado entre los espaciadores de

esta cepa y la encontrada en la cepa A4, ailslada |a partir de

una mina chilena (50,59). Sin embargo, debido é que se ha

reportado la existencia de polimorfismo de las regiones

espaciadoras en cepas de una misma especie (29,32) y ya que

las cepas de T. ferrooxidans ©presentan | una alta
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heterogeneidad genotipica (21,35), mayor que 1ogesperado en
una especie normal, los productos obtenidos se co%npararon con
las regiones espaciadoras de varias cepas de 1aslprincipales
especies encontradas en sistemas de biolixiviacjl.én.

La identificacidn presuntiva de las bacterias de acuerdo
al tamafio de la regidén espaciadora fue posteriormente
confirmada por secuenciamiento de parte del gen |para el ARNr
165. El clonamiento y secuenciamiento de los AiRNr 165 fue
realizado por el biogquimico Jaime Romero, en el ilaboratorio
de Biogquimica de la Facultad de Medicina Né:rte de la
Universidad de Chile, con la asesoria de 1oséDres. Omar
t
!

Finalmente se estudid la seleccidén que ocur!riria de la

poblacidén bacteriana presente en el sistema de biolixiviacidén

Orellana y Eugenia Jedlicki, a quienes se les lagradece su

valiosa contribucién.

durante el cultivo en un medio que contiene Fe{II) como la
inica fuente de energia, para determinar la validez del
cultivo para determinar la poblacién bacteriana joriginal de

un sistema de biolixiviacidn.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y aislados de referencia. En esta tesis se ?cuparon las
siguientes cepas o aislados bacterianos: 7. férrooxidans,
cepas ATCC 19859, Torma y los aislados CHI 002, Chi 085,
Michilla y Teniente, obtenidos en diferentés regiones
geograficas de Chile, originalmente donados por ea Dr. Manuel
Rodriguez (Departamento de Microbiologia, %acultad de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Catdlica de Cﬁile) al Dr.
Omar Orellana (Pepartamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina Norte, Universidad de Chile). El aislado Lo Aguirre
se obtuvo a partir de una solucién de lixivi§ci6n de 1la

planta de Lo Aguirre. Todos estos aislados han sido

previamente clonados por plagqueo en un medio de %garosa. Las
cepas DSM 2705, DSM 2391 y ATCC 49881 de L. fe%rooxidans Y
ATCC 19377 de T. thiooxidans fueron facilitadas| por el Dr.
Carlos dJerez (Departamento de Bioquimica, gacultad de

Medicina Norte, Universidad de Chile). Las otras cepas usadas

en éste trabajo: T. ferrooxidans, cepas DSM 583, DSM 9464,

‘ I
DSM 9465, IFO 14245 e IFO 14262; T. thiooxidans DSM 504, DSM
1

622, DSM 612 y DSM 9463, fueron obtenidas directa$ente de las

respectivas colecciones de cultivo. |
i
|

Cultivo de T. ferrooxidans en medios de cultivo. Los cultivos
|
en medio sintético, con Fe(II) como fuente de energia, se

P ——
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hicieron por inoculacién de 100 ml de MSSb [({(NH,).S0, 0,4 g/1;
K,HPO,.2H,0 0,04 g/1; MgSO,.7H,0 0,25 g/1)] pH 1,6|, FeSO,.7H,0
al 3% con 1,0 x 10°® bacterias de la cepa ATCC [19859 de T.

ferrooxidans, 1 ml del efluente de la solucidn de|lixiviacidén

6 con 0,5 gramos de mineral lixiviado. La incubacﬁén se llevd
a cabo a 28 °C en un agitador orbital (orbit Envifon—shaker),
coseché&ndose las bacterias luego de oxidar el Fe(II) presente
en la solucidén. El crecimiento en azufre elemental se llevd
a cabo por la inoculacién de 1,0 x 10° bacterias|en el mismo
medio de cultivo, a pH 4,5, con la diferencia de que el
Fe(II) se reemplazd por azufre sublimado al 0,5 %, que se
esterilizd a 105 °C por 30 minutos por 2 dias consecutivos.
Los cultivos en mineral en ausencia de Fe(II)|se hicieron
en matraces de 100 ml con mineral al 7% en MS9B pH 1,6. El

mineral fue previamente esterilizado en autoclave por 30

minutos a 121 °C. El medio de cultivo se cambid cada semana.
Para subcultivar, 1 gramo de mineral se transfiridé cada 3
semanas. El crecimiento de las bacterias se siguié midiendo
el ADN extraido de 1,0 gramo de mineral a los| diferentes

tiempos.

Analisig bacteriano. La enumeracidn de las bacteaias totales

L -~ ] l -
bresentes en suspensidn, se llevd a cabo por microscopia de

epifluorescencia luego de filtrar y tefiir con |naranja de
acridina (25). El nidmero de bacterias viables, %edidas por

Unidades Formadoras de Colonias, se determind en un medio
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t

|
i
|
sdlido de agarosa con Fe(II) como fuente de ene{gia (22).
i
{
b
Cinética de adsorcidn. L&minas de azufre de 1,7 Fm por lado,
|
se ubicaron paralela o perpendicularmente a l? fuerza de
OfE .
gravedad, segtn fuera el caso, en una suspen81o? bacteriana
que contenia 1,0 x 10° bacterias/ml en MS9b pH 1}6. Luego de
incubar, sin agitar, a temperatura ambiente por distintos
tiempos, las laminas de azufre se lavaron tres veces con MS9b

. . -
PH 1,6 y las bacterias adsorbidas se contaron por microscopia

de epifluorescencia, previa tincién con naranja ?e acridina.
i
|
Sistema experimental para 1la determinacién de 1la
proliferacidon en superficie de T. ferrooxidans. Para
determinar la dindmica de crecimiento de T. gerrooxidans
sobre el azufre se utilizaron dos sistemas experi%entales. En
uno de ellos, que llamaremos "sigtema cub%erto", las
bacterias se hicieron crecer sobre los bordes deluna delgada
lamina de azufre, ubicada entre dos trozos de viério (figura
|
2}.
El azufre se incubd a 30 °C en las sales del medio MS9b,

con el azufre de la lémina como tnica fuente de lenergia. El

crecimiento bacteriano se siguié observando |los bordes

colonizados del azufre por microscopia &ptica. Para
determinar el efecto de la fuerza de gravedad sobre el tipo
de crecimiento desarrollado por las bacterias, los bordes de

la superficie del azufre se colocaron ya sea paralelos o
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perpendiculares a la fuerza de gravedad. Las observaciones
fueron grabadas con una camara de video. Se escogid este

sistema porque asemeja la situacidn existente en el proceso

de biolixiviacién en pilas, donde el flujo 1iquid9 es miniwmo.
En el otro sistema, gue llamaremos "sistema descuﬁierto“, se
retiréd uno de los vidrios, de forma tal que la; bacterias
pudieran crecer sobre la superficie superior delicuadrado de
azufre. En este otro caso, el crecimiento baéteriano se

determind observando las bacterias presentes sobre el azufre

por microscopia de epifluorescencia.

P ——
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Figura 2. Disefio experimental para determinar laidiné&mica de
proliferacién de T. ferrooxidans sobre la superficie -del
azufre. Un portacbjetos se ubicd sobre una placa|calefactora
wmantenida a una temperatura de 120-130 °C. Luego de que el
vidrio del portaobjetos adquirid la temperatura de la placa,
el azufre se colocd sobre su centro. Una vez que el azufre se
fundid, sobre la gota de azufre fundido se colocé un
cubrecobjetos, de tal manera que por capilaridad se formé una
|

|
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lamina delgada de azufre entre ambos vidrios. Posterlormente
la temperatura de la placa calefactora se bajd gradualmente
hasta llegar a temperatura ambiente y el azufre golidificado
se dejd por 24 horas antes de ocupar. El espesor de la lamina
de azufre depende de la cantidad de azufre agregado, por ello
se eligid una cantidad suficiente de azufre como para obtener
una ldmina de no mds de 30 a 80 um de espesor|. La regidn
achurada representa la lamina de azufre elementﬁl.

|
Biolixiviacién en columnas. La composicidn de]l. mineral a
lixiviar contenia un 1,36% de cobre, con un 33% como &xido,
un 61% como calcocita y un 4,5% como covelita. EIl mineral se

I
triturd hasta un tamafio de 1/4 de pulgada y se ag%omeré segin
lo descrito en la literatura (45). Se cargaron 2.000 gramos
de mineral aglomerado en columnas de vidrio, las cuales se
lixiviaron con 600 ml de MS9b/dia, suplementado con idén
Fe(II) a distintas concentraciones. Antes de lixiviar, las
columnas se inocularon con 100 ml de solucidn de |lixiviacién
que contenia 1,0 g de Fe(II)/litro que provenia |de columnas
similares que contienen el mismo tipo de mineral. El cobre
lixiviado presente en la solucidn que salia de 1§ columna se
determind por espectrometria de absorcién atémiéa. Por este
procedimiento, mids del 90% del cobre presente en el mineral
como sulfuro de cobre fue recuperado.
Toma de muestras. Las muestras de mineral aglomerado y del
efluente de la solucidén de lixiviacidén de las cPlumnas, se

|
obtuvieron cuando se alcanzd un 90% de recuperacidn de cobre.
Las muestras se tomaron en esta etapa del proceso, ya que se

encuentra una poblacién bacteriana numercsa y con una alta

actividad oxidativa. Las muestras obtenidas de| un proceso




I

|

' 41

industrial de biolixiviacidn, correspondieron aliefluente de

la solucién de lixiviacidn, que fluia por la pa?te inferior
. s |

de pilas de mineral lixiviadas por 2-4 meses eF la planta
|

industrial de Lo Aguirre de la Sociedad Minera Pudahuel.

Estas pilas fueron lixiviadas con la solucidn re?ultante del

proceso de la planta, que incluye extraccidn %or solvente

{refino) . |

Extraccién de ADN. El ADN se extrajo a partir dell0,0 gramos
de mineral por lisis directa de las células adheridas con SDS
al 1%, procedimiento que ha demostrado seé altamente
eficiente en la 1lisis de distintas cepas ldel género
Thiobacilli y Leptospirilli (cdp. 2). EL procédimiento de
extraccidn se repitid por cuatro veces, para ﬂinimizar la
posible pérdida de microorganismos que eventualmehte pudieran
ser mis resistentes a la lisis por SDS. !Los cuatro
sobrenadantes se mezclaron para su andlisis posteiior. El ADN
bacteriano presente en los efluentes de las columnas se
extrajo por lisis directa luego de concentrar las bacterias
presentes en 500 ml de solucidén y lavar con H;Khi0,04 Ny TE
pH 8,5, como se describira mds adelante (cép. 2)'excepto que
que ahora se centrifugd a 10.000 x g por 20 minutos. La lisis
se 1levd a cabo de la misma manera como se descri?ié para las
bacterias unidas al mineral, a excepcidn de que lé extraccidn

I

gse llevd a cabo sdlo una vez. La cantidad de ADN|extraido se

estimd® visualmente comparando las bandas Qeﬁidas con

i
]
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estdndares apropiados luego de una electroforesils en un gel
de agarosa al 1%. E1 ADN de las bacterias en| cultivo en
matraz se extrajo por el mismo procedimiento, con la
excepcidn de gue la extraccidén se hizo a partir de 100 ml de

cultivo.

Amplificacidén por PCR. Para amplificar la regidn |espaciadora
ubicada entre los genes de los ARNrs 16S y 23S del ADN de las

bacterias, una fraccidén del ADN extraido [y tratado

enzimdticamente (cédp. 2) se usd para amplificacidédn sin una
purificacidén adicional luego de diluir al menos 100 veces en
TE para PCR (Tris 0,01 M, EDTA 0,001 M, pH 7,5). El ADN a
amplificar se denaturd® por calentamiento a 100 °C por 5
minutos, seguido de un rédpido enfriamiento a |0 °C, para
minimizar la reasociacidén. 1,5 ng de este ADN denaturado se
mezcld con 1 volumen de mezcla de reaccidén (Tris 25 mM, pH

8,3; KCl 100 mM; MgCl, 6,5 wmM; dATP, dCTP, dTTP y 4GTP, 0,4

mM de cada uno; gelatina 0,04%; ; Tag polimerasa 1,5
unidades) que contenia 0,2 uM de los partidores Gl
[GAAGTCGTAACAAGG] y L1 [CAAGGCATCCACCGT], correséondientes a
secuencias altamente conservadas en las secuencias
disponibles de ARNrs (29). Finalmente, se agregg 2 gotas de
aceite mineral para evitar la evaporacidn de la solucidén. Las
regiones espaciadoras se amplificaron inicialmente con las

condiciones del programa X, el que consistia en: |2 ciclos de

15 segundos a 94 °C, 1 minuto a 84 °C, 1 minutola 74 °C, 30
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segqundos a 55 °C y 30 segundos a 72 °C; 23 c;;i.clos de 15
segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 30 segunéos a 72 °C;
1 ciclo de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos al|55 °cC y 10
minutos a 72 °C. Luego de la amplificacidén, se ag#egaron 5 ul
de una solucidn de azul de bromofenol al 0,025%Een glicerol
al 50% en TE pH 7,5 (Tris 10 wmM, pH 7,5; IkgﬁDTA imM) y
posteriormente 5 ul de la solucidn se isometié a
electroforesis en gel de acrilamida, con posterior tincién
con nitrato de plata. |
La identificacién de las especies a las que correspondian
los amplificados predominantes bajo determinada qondicién de
cultivo se hizo por el andlisis de secuencia deﬂ ARNr 168,
Para ello se amplificd por PCR la mayoria del gkn del ARNr
16S junto con la regidn espaciadora. Ello se l%evé a cabo
usando el procedimiento de amplificacidn descrité por Delong
(30) con los partidores Eubac27F (30) y Ll (29)%
%
l
Electroforesis en gel. Para la comparacidn de ?os tamafios
aparentes de los productos obtenidos lue%o de 1a
amplificacién, éstos se sometieron a electroforesﬁs en un gel
de 17 c¢m de longitud con poliacrilamida al 7% en ﬁuffer Tris-
Borato y el ADN se visualizd con nitrato de plaéa (16) .
Clonamiento y Secuenciamiento. Para secuenciar 1$s ARNrs 16S

de las distintas especies a las que per@enecen los

amplificados predominantes obtenidos de la amplﬂficacién de
I

i
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las regiones espaciadoras del ADN de las bacteri;s presentes
en muestras de las columnas, lo que imposibilitaba su
secuenciamiento directo, fue necesario clonar lés productos
obtenidos luego de amplificar antes de poder secuenciarlos.
Para ello, el ADN amplificado conteniendo el AéNr 168 y 1la
region espaciadora se incubd directamente con él fragmento
Klenow de la ADN polimerasa para convertir losgpotenciales
extremos pegajosos a extremos de bordes romos (51} . La enzima
posteriormente se inactivé a 65 °C por 10 minuto% y el ADN se
fosforild con la enzima polinucledtido kinasa;T4. E1l ADN
tratado se extrajo con fenol/cloroformo, se erificé por
GLASSMax (Gibco) y se 1ligd a pUCl9 (Gibco) lpreviamente
digerido con SmaI (51). Este ADN se usd para trénsformar E.
coli DH5-a, como se ha descrito anteriormente (41).

Para confirmar que los insertos que contenia% los clones
aiglados correspondian a los amplificados predom%nantes, los
plasmidios de los clones se digerieron con EcoRﬁ Yy luego de
someterlos a elctroforesis en gel de agarosa al %% en TBE se
determind que el tamafio de los insertos corresponéieran a los
tamafios de los amplificados esperados.

La regién espaciadora en cada plasmidio recombinante se
identificd por amplificacién por PCR con los partidores Gl y
Ll, como se describid anteriormente. Los plasmidios de doble
hebra, se denaturaron y se secuenciaron por e% método de
terminacién de cadena con Secuenasa 2.0 (United States

Biochemicals) de acuerdo a las recomendaciones del
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1
fabricante. S6lo la regidén que corresponde aproximadamente a
los nucledtidos 400 al 700 del ARNr 16S de . coli fue
|
|

|
En aquellos casos en que se pudo obtener una poblacién

secuenciada utilizando el partidor 357f (30).

bacteriana {nica, como fue el caso de los exp§rimentos de

seleccidn en medios de cultivo sintéticos, el ADNiamplificado

se purificdé por Glassmax ({GibcoBRL) y se secu@ncié por el
método de terminacién de cadena con dideoxinucléétidos, con
el sistema de secuenciamiento en ciclo de ADN de|doble hebra
(GibcoBRL), siguiendo las fecomendaciones dell proveedor.

Usando el partidor 357f, se logrd secuenciag la regidn

correspondiente a los nucledtidos 350 a 650 deliARNr 16S.

!
|

Andlisis de secuencia. Para la identificacién preliminar de
género, las secuencias obtenidas se compararon %nicialmente
con las disponibles en el banco de datos d? la EMBL.
Posteriormente, las secuencias se alinearon a las secuencias
de ARNr 165 de cepas de Thiobacilli vy Leﬁtospirilli,
|
previamente determinadas. !

El secuenciamiento se repitid al menos 3} veces por
secuencia y aquellas posiciones que consistente&ente dieron
una asignacién ambigua del nucledtido correspon&iente o que

l
presentaron anomalias como compresién de bandas fueron
excluidas del andlisis. El secuenciamiento se repitid varias
veces para detectar posibles cambios de inucleétidos

! L.
introducidos por las polimerasas durante 1a.amp11§1cac1on.por

i
%

-




PCR, o durante el secuenciamiento propiamente t:‘.::ll.

B

|
1

]
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO DE T. ferroo::cidans SOBRE
LA SUPERFICIE DE AZUFRE ELEMENTAL. !

En este capitulo de la tesis se estudid la qolonizacién
de la superficie del azufre elemental por T. feérrooxidans,
caracterizando la adsorcidén y la dindmica de la proliferacién
de la bacteria sobre la superficie vy deteﬁminando la
influencia de parametros tales como: sedime#tacién por
gravedad y topologia de la superficie colo%izada. Los
resultados obtenidos en este sistema, utilizadoicomo modelo
en el estudio de la colonizacidén de la bacter%a sobre la
superficie de un sustrato que constituye su; fuente de
energia, permitirén postular la probable distribucién de las
bacterias en el mineral lixiviado. i

l.1. COLONIZACION DE LA SUPERFICIE DE AZUFRE ELEMIF!NTAL POR T.
ferrooxidans. {

De acuerdo al modelo de adsorcidn de Zobe?l {(65), 1la
velocidad de la unidén irreversible de 1la ﬁacteria al
sustrato, es directamente proporcional al nlimero ée bacterias

que chocan con la superficie. En un medio no%sometido a
|

agitacidn, como el de una columna de lixiviaciéniy asumiendo

que T. ferrooxidans no es motil, situacidn queé nunca fue

observada en el laboratorio, los chogues de 1la bacteria

47 |
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contra una superficie wvan a ocurrir principalmente por

sedimentacidn y por difusidén (6). Al calcular la @istribucién
al equilibrio de una bacteria no métil suspen!dida en una

I
solucidén, considerando tanto la influencia deila difusién

-

como de la sedimentacidn, pareciera que e§ta depende

principalmente de la sedimentacioén (figura 1). }

Por otra parte, cuando la bacteria sedimeqta sobre la

1
parte superior de una superficie, perma#ece unida

|
reversiblemente por un tiempo mas largo, lo Fue también
aumenta las probabilidades de llegar |a unirse
irreversiblemente. !
|

P

Para determinar el efecto de 1la sedimentacﬁon sobre la

unidén irreversible de la bacteria sobre el azuf%e, se midid
la wvelocidad de adsorcién de T. ferrooxﬁdans sobre
superficies de azufre ubicadas paralelas y perpe?diculares a
la fuerza de gravedad. Para ello se determind porﬁmicroscopia
.
de epifluorescencia el niimero de bacterias adso%bidas sobre
el azufre a distintos tiempos de incubacién %al como se
describié en 1la seccién de Materiales vy ﬁétodos. Se
consideraron bacterias unidas irreversiblem%nte a 1la
superficie del azufre a todas aquellas bacterias éue luego de
lavar tres veces el azufre previo a la tincidn con naranja de
acridina, permanecieron unidas a &l. La wvelocidad de
|
adsorcidén de las bacterias a la superfic?e ubicada
perpendicular a la fuerza de gravedad fue de! 827 + 203

bacterias/cm2/minuto, en cambio, cuando la supbrficie del

!
|
|
|
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azufre se ubicé paralela a la fuerza de g%avedad, se
adsorbieron 242 i 51 bacterias/cm2/minuto, es[, decir, la
sedimentacidén aumenta en 3,4 veces la velocid:';ld de unién

|
irreversible de las bacterias al azufre. i

|
Tipo de unidén de las bacterias al azufre. Para dc-;aterminar la
naturaleza de la unién irreversible a tiempos tempranos de T.
ferrooxidans al azufre, las bacterias adsorbidas por 1 hora
sobre azufre se incubaron por el mismo tiempo con distintas

concentraciones de SDS, un detergente idénico que|es capaz de

romper uniones no covalentes. Tal como se observal en la Tabla

1, la unién de las bacterias al azufre es sensible a la
accidén del detergente, siendo dependiente de la concentracidn
del detergente. Esto indica que al menos durainte tiempos
tempranos de la colonizacién (1 hora), no existiréia una unidn

covalente entre la bacteria y el azufre. !
Tabla 1. Bacterias que permanecen unidas al azufxl'e al tratar
por 1 hora con distintas concentraciones de SDS [

SDS (% p/Vv) bacterias/mm2 i
0 2693 + 375 |
0,01 2381 + 268

0,1 866 + 43 I
1 535 + 46 i
5 25 + 16 H

. . | .z
Para determinar la naturaleza del tipo de unidén no

|

. P |
covalente que la bacteria seria capaz de formar con 1la
superficie del azufre, bacterias adsorbidas por 1 hora se

incubaron a temperatura ambiente con l distintas
i
i
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3

concentraciones de Tween 20, un detergente no—iéPico. El uso

de detergentes no-idnicos ha demostrado ser muy Gtil en la

E

determinacidén de interacciones hidrofdbicas de las bacterias
|

con los sustratos a los cuales se adhieren (44).'Ta1 como se

LY

observa en la Tabla 2, al tratar con Tween 20 h?y desorcioén
de las bacterias adsorbidas, que también ocurre de una forma

dosis-dependiente, lo que sugiere gue la unién bacteria-

. . P l
azufre podria ser de naturaleza hidrofdbica. !

Tabla 2. Desorcidén de las bacterias unidas al| azufre por
efecto del detergente Tween 20.

Tween 20 (%p/v) bacterias/mm2
0 3527 + 363
0,001 3832 + 343
0,01 980 + 124
0,1 369 + 98

Estudios de Devasia y colaboradores, han determinado que
la hidrofobicidad de la superficie celular de T. ferrooxidans
cambia seglin si la bacteria se cultiva con ung fuente de
energia soluble o insoluble (12). Asi por ejemplo, 1la
hidrofobicidad es menor cuando la bacteria se cultiva en un
medio con Fe(II) que cuando se cultiva en presencia de

azufre, pirita o calcopirita como fuente de energia. Por lo

tanto, para determinar el efecto de 1las interacciones

hidrofébicas en la adsorcién de T. ferrooxida?s sobre la
superficie de azufre, se procedid a adsorber bacterias
crecidas en Fe(IIl) o azufre. Tal como se puede observar en la
Tabla 3, a 3 horas de adsorcidén las bacterias| que fueron

cultivadas en el medio de cultivo con azufre, sel|adsorbieron
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9,6 veces mas que las bacterias que habian sid? cultivadas

con Fe(II) como fuente de energia. %

|
Tabla 3. Cinética de adsorcidén sobre azufre de T.

ferrooxidans crecidos en Fe(II} o azufre.

Tiempo de adsorcidn azufre Ee(II)
(minutos) (bacterias/mmg)

5 726 & 243 446 + 112
15 2215 + 394 1923 + 315
60 12554 + 1303 3641 + 436

180 28992 1+ 2414 3005 + 412

Para determinar si la unidén inicial de 1a{bacteria al
azufre es un proceso pasivo o activo, es decirlsi requiere
energia o no, se determiné el efecto del !metabolismo
bacteriano sobre la adsorcibén. Para ello, laF bacterias
crecidas en azufre se incubaron a temperatura%ambiente en
presencia de Hg(II), a concentraciones de 5 y SOlppm en MS9b

|
PH 1,6. Luego de incubar por 5,5 horas se determind una gran

disminucidén tanto de la wviabilidad celular, !medida por

X

cultivo en medio s6lido en agarosa (menos de 5,0 x 10™* % de
i
|
viabilidad), como en la actividad respiratoria ?xidativa de
las bacterias (9 y 5 % de actividad con respecté al control

sin Hg(II), respectivamente). Sin embargo, la storcién al

azufre de las bacterias inactivadas por Hg(IIﬂ no se vid

alterada (Tabla 4). !

——— bt — o — ————t — — =
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Tabla 4. Adsorcidn sobre azufre elemental por 1ihora de las
bacterias crecidas en azufre, tratadas por 5,5 horas con 0,
5 v 50 ppm de Hg(II). 1

Hg(II) (ppm) bacterias/mm2
6 _____________________ 12962 + 1604
5 14044 + 1907
50 14286 + 1815 ]

Todo ésto indicaria que la adsorcién irreversible inicial

de T. ferrooxidans al azufre no seria un procesoiactivo , €8

!

decir no necesitaria de energia de la bacteria} durante la

interaccién de ésta con la superficie a colonizar, sino que
lo que determinaria una mayor O menor adsoacién de T.
ferrooxidans sobre la superficie del azufre estaria dado por
Factores estructurales ya presentes en la superficie externa
de la pared celular bacteriana antes de entrar (en contacto
con la superficie a colonizar, probablemente pér moléculas
proteicas, lipopolisacdridos u otras (12) y colatéralmente de
todos aguellos factores ambientales que van a Flterar las
caracteristicas fisicas y quimicas de la pa%ed externa
celular, como por ejemplo concentracidén de sal%s, pH, etc
(41) .

|

1.2, CRECIMIENTO DE T. ferrooxidans SOBRE LA SQPERFICIE DE

\
AZUFRE ELEMENTAL.

Estas observaciones se encuentran registradas en video
|
: . |
que respaldan las afirmaciones aqui seflaladas. Las

fotografias aqui mostradas sdélo dan ejemplos de las

|
|
1
|
|

i
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estructuras mencionadas.

Al seguir por 6 meses la colonizacidén bacteriana sobre
los bordes laterales de las laminas de azufre, paralelas a la
fuerza de gravedad, utilizando el sistema cubierto, se pudo
determinar que las bacterias fueron capaces de proliferar

sobre la superficie hasta formar una monocapa| de cé&lulas

(figura 3), sin llegar a la formacidén de una estructura tipo
|

biofilm, definida por una estructura polisacérﬂda, con las

bacterias inmersas en ella.

Al observar la monocapa bacteriana sobre eﬂ azufre, se
pudo observar que las bacterias se encuentran adheridas al
azufre en forma apical, es decir, con uno de los|extremos de
la bacteria haciendo contacto con la superficie, Tientras que
el otro extremo se encontraba libre (figura 3A y 3B). En
cambio, las bacterias que crecieron sobre !superficies
perpendiculares a la fuerza de gravedad, enérenténdola,
formaron multicapas de bacterias, pero sin conséituir un
biofilm. Mas bien se trataria de una acumulacidn de bacterias
libres ya que eran facilmente desprendidas por una agitacién
suave (figura 4). !
La figura 5 muestra una representacién esque&ética de la

dindmica de la colonizacidén bacteriana sobre lﬁ superficie

del azufre.
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Figura 3. Fotografias a partir de la cinta.de wvideo que
muestran la colonizacién de T. ferrooxidans sobre la
superficie del azufre, ubicada paralela a la fuerza de
gravedad. 3a: Aumento 400x; 3b: Aumento 1000x.

A: Azufre, B: Bacterias, S: Solucidn salina.
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Figura 4. Fotografia a partir de la cinta de video gque
muestra la acumulacidén de bacterias sobre la superficie del
azufre, ubicada perpendicular a la fuerza de gravedad.
Aumento 400x. A: Azufre, B: Bacterias acumuladas.

Esquema de la dindmica de proliferacién de
T. ferrooxidans sobre 1la superficie del azufre

Cubrecbjeto
e T
Azufre elemental > i Niooo«— Bacteria
7
Portaobjeto d
YIS §
Tiempo de | i fanZ
incubacién J
PR 000 0 '
Yoo ._']Q-i.'.,\‘:_-:#,};’" H _
Agitacién / \Sin agitacién
=] EiEiosasas

Figura 5: Esquema de 1la distribucidn bacterlana en la
superf:.c:.e lateral del azufre elemental, observado por
microscopia 6ptica a diferentes tiempos de 1ncubac1on.

1
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El efecto de la fuerza de gravedad sobre la proliferacidn
bacteriana sobre la superficie de azufre elemental también se

determind por epifluorescencia luego de teilir con naranja de

acridina. Las bacterias se adsorbieron sélq sobre 1la
superficie superior de l&minas de azufre y la ﬁitad de las
superficies colonizadas fueron wubicadas hacia arriba,
enfrentando la sedimentacidén y la otra mitad fueron ubicadas
hacia abajo. Para observar el progreso de la colonizacién de
la superficie del azufre por las bacterias inicialmente
adsorbidas a &l y no por la unidén de bacterias de‘la progenie
liberadas al medio de cultivo, el medio se campié cada 12

horas.

Independientemente de la posicién de la| superficie

. . | .
colonizada, las bacterias fueron capaces de colonizar la
|

superficie hasta saturacidn. Sin embargo, el pr%greso de 1la

X |
colonizacidn de la superficie por 1las bacterias fue
|

i

diferente, ya que con la superficie hacia | arriba la
colonizacidén fue més rdpida (casi el doble) y m%s uniforme
que con la superficie colonizada hacia abajo en que la
superficie se colonizdé por la expansién de colonias

bacterianas aisladas (figura 6).

Esto indicaria que las bacterias presentan a%gﬁn tipo de

|

unién al azufre y que la progenie se uniria a ld superficie
|

antes de separarse de la bacteria que le dié origen o en un

I

tiempo relativamente corto luego de desprenderse, ya que si

no fuera asi, las bacterias habrian sido alejadas de 1la
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superficie por sedimentacién y eliminadas por el cambio de

medio sin llegar a saturar la superficie.

Extrapolando los resultados obtenidos en azufre a lo que
ocurriria en la colonizacidén del mineral a lixiwviar, é&stos
sugieren que T. ferrooxidans seria capaz de colonizar toda la
superficie del mineral expuesta a la solucién |lixiviante,
aunque la rapidez de la adsorcidén de la bacteria al mineral
seria diferente entre aquellas superficies del mineral que
enfrentan la fuerza de gravedad con aquellas paralelas a
ella, ésto debido al aumento del nimero de bacterias que
liegan a la superficie y del tiempo mayor que| permanecen
sobre ella lo que favoreceria la adsorcién de la bacteria al
mineral.

En lo que si se esperarian diferencias importantes seria
en la cantidad de bacterias presentes en las distintas zonas

del mineral, ya que en agquellas zonas que enfrenten a la

fuerza de gravedad y que se encuentren protegidas del flujo
de solucidn lixiviante (grietas), podria haber acumulacidn de
bacterias, mientras que en zonas gue no cumplan con estas
caracteristicas sdlo debiera encontrarse una monocapa de
bacterias. FEsta diferente distribucién podria |afectar el
grado de ataque directo de la bacteria al mineral, aunque

esto necesita de estudios adicionales. La figura 7 muestra

una representacidn esquemdtica de la hipotética distribucién

de la colonizacién bacteriana del mineral lixiviado.
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Figura 6. Fotografia que muestra colonias aisl
ferrooxidans creciendo sobre la superficie

Ladas de T.
del azufre

elemental ubicada hacia abajo. Las bacterias fueron tefiidas
con naranja de acridina y observadas por microscopia de

epifluorescencia. Aumento: 400x.
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j . .
polonlzac16n

Figura 7. Esquema de la distribucién bacteriana esperada
sobre la superficie de minerales, antes y debpués de ser
lixiviados. El esquema esti basado en las obserwaciones de la
colonizacidn bacteriana sobre superficies de azufre elemental
con diferentes orientaciones con respecto a Fa fuerza de

gravedad.
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2., ESTUDIO DEL CRECIMIENTO BACTERIANO EN MINERAL.

Diversos ensayos iniciales demostraron que lalcantidad de
ADN obtenida al intentar soltar las bacterias adheridas al
mineral era muy inferior a aguella obtenida |cuando 1las

bacterias se lisaban en el mismo mineral y el ADN|liberado se

extraia posteriormente. En funcién de estos resultados se
presentan aqui sdlo aquellos correspondientes a la extraccién
de ADN por lisis directa en el mineral.

Para la extraccidén del ADN bacteriano, se probaron dos
métodos para lisar las bacterias: por sonicacién y por alta

temperatura en presencia de SDS.

2.1. Extraccidn del ADN bacteriano por sonicacidn.

Uno de los métodos de 1lisis probado fue 1la
sonicacién. Aunque la extraccidén de ADN después de lisis por
sonicacién funciona eficientemente para bacterias, los
rendimientos de ADN fueron minimos cuando la sonicacidn se
efectud en presencia de mineral (figura 8).

Para determinar si el mineral impedia la lisis de las

bacterias o si bien luego de la lisis, eliminaba el ADN de la
solucidén por adsorcién, 100 ng de ADN de T. feFrooxidans,
obtenido de 1las bacterias lisadas por sonicacidn, se
incubaron a temperatura ambiente por 2 horas en presencia de
mineral. Tal como se observa en las lineas 4 y 5 de la figura
9, el mineral no alterd la cantidad de ADN bacteriano en

solucidn, lo que sugiere que las particulas !de mineral
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impiden la accidn eficiente de las ondas ultrasénicas. Por lo
tanto esta técnica se descarté para extraer el! ADN de las

bacterias que crecen en el mineral.

1 23 4

PR

Figura 8. Efecto del mineral sobre la lisis por sonicacién de
T. ferrooxidans. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del
ADN bacterlano, extraido a partir de 2,0 x 107 bacterias, va
sea en ausencia (linea 3) o presencia de mineral (linea 4).
Linea 1: 0,4 ug de ADN de pBR322 dlgerldo con Ava II y Eco
RI; linea 2 ADN extraido a partir de TE en presencia de
mineral.
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Figura 9. Efecto del mineral scbre el ADN bacteriano en
solucién. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN
bacteriano incubado en ausencia (lineas 3 y 4) & presencia de
mineral (lineas 2 vy 5), por 5 minutos a 100 °C (lineas 2 y 3)
6 por 2 horas a 25 °C (linea 4 y 5). Linea 1: 0,4 ug de ADN
de pBR322 digerido con Avall y EcoRI. :

2.2, Extraccidén del ADN bacteriano por 1lisis a alta
temperatura en presencia de SDS. |

La eficacia del SDS para lisar bacterias del género

1
1

Thiobacilli, Leptospirilli y otros ha sido Epreviamente

demostrada (35). Para aplicar ésta técnica de ex;traccic‘m de

ADN a nuestro sistema de lixiviacidn, se probc’; en primer

lugar con bacterias en suspensidn, tanto en presencia como en

ausencia de mineral. Luego de lograr las condicioriles bajo las

cuales se obtenia una extraccién eficiente del ADN, se
|

optimizé para la extraccién del ADN de las balcterias que

crecen en el mineral. 1
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2.2.1. Extraccién del ADN a partir de b?.cterias en
suspensién.

Una suspensidn de 3,0 x 107 bacterias en TE pH 8,5,
se lisd en presencia de SDS al 1%, con baja o alta fuerza
iénica (sin/con NaCl 0,15 M), por 10 minutos a 50 °C. Luego
de someter una alicuota de los extractos de ADN, a una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE, se observd
una recuperacién de ADN similar en ambas condiciones de

extraccidon (lineas 1 y 2, figura 10).

123456 738

Figura 10. Efecto de la temperatura, fuerza idnica vy
presencia del mineral, sobre la extraccidén de ADN.a partir de
una suspensién de T. ferrooxidans. Electrofores::.s} en agarosa
al 1% en TBE tefiido con bromuro de etidio del ADN bacteriano,
extraido por lisis en presenc:La de SDS al 1%, a pdartir de 3,0
x 107 bacterias, en ausencia (lineas 1, 2, 3, 4) o presencia
de 0,4 g de mineral (lineas 5, 6, 7, 8), ya sea con baja
(lineas 1, 3, 5, 7) o alta fuerza idénica (lineas 2, 4, 6, 8)
e 1ncubadas por 10 minutos a 50 °C (ineas 1, 2, 5y 6) 6 por
10 minutos a 70 °C {(lineas 3, 4, 7 vy 8).

Para optimizar la recuperacidén de ADN, se probaron
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distintos tiempos de incubacidn (5 y 10 minutos a 50 °C, con

SDS al 1%; lineas 1 y 2, figura 11) y| distintas

concentraciones de SDS (1% y 10% a 50 °C por 10 minutos;
lineas 2 y 3, figura 11). La mejor recuperacidén de ADN se
observd al incubar a 50 °C por 10 minutos, con una
concentracién de SDS al 1%. Cuando la lisis se lievd a cabo
a temperaturas superiores, se pudo ver que a 70 °C, tanto con
baja como con alta fuerza idnica, hay una recuperacidn
similar del ADN de las bacterias en suspensidn (lineas 3 y 4,
figura 10). A 100 °C no se pudo medir la eficiencia por este

método debido a que el ADN es denaturado {linea 3, figura 9).

Figura 11. Efecto de la concentracidén de SDS Y tiempo de
lisis, sobre la extraccidén del ADN bacteriano a partlr de una
suspens1on.de 3,0 x 10" de T. ferrooxidans. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etldlo del ADN
extraido. Linea 1: SDS al 1%. 5 minutos a 50 °C; linea 2: SDS
al 1%. 10 wminutos a 50 °C; linea 3: SDS al 10%. 10 wminutos a
50 °C.
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Cuando se probaron estas mismas condiciones de lisis a un
ndmero igual de bacterias en suspensidén, pero ahora en
presencia de mineral, se observd recuperacidn de ADN
bacteriano, tanto a 50 °C como a 70 °C (lineas 5, 6, 7 v 8,
figura 10), aunque en menor cantidad gue en ausencia del

mineral.

2.2.2. Extraccién del ADN de las bacterias que crecen en

el mineral.

La presencia en el mineral lixivia%o de iones
metalicos gque precipitan a pH superiores a 2.0, dﬂsminuyen la
eficiencia de recuperacién de ADN, probablemegte por 1la
formacidén de una capa que impediria la lisis de las bacterias
unidas al mineral. Para evitar lo anterior, el|mineral se
lavé 2 veces con agua destilada estéril pH 1,9, agitando

suavemente por 2 minutos. ILuego de lavar, el {mineral se

centrifugé a 1.000 x g por 10 minutos y se descartd el
sobrenadante. Para lisar las bacterias en un pH adecuado, gque
evitara la precipitacién del ADN, el mineral se lavd
posteriormente con tampdén TE pH 8,5, agitando suavemente por
2 minutos, con posterior centrifugacién a 1.000ix g por 10
minutos. Posteriormente el mineral sedimentado se volvid a
lavar con 10 ml de TE pH 8,5, pero ahora se agitd [fuertemente
en vértex por 15 minutos, para disgregar el wmineral y que las
bacterias quedaran mas expuestas a la accidén dely SDS. Luego

de centrifugar a 10.000 x g por 15 minutos, el mineral y las
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bacterias sedimentadas se resuspendieron en SDS lal 1% en TE
PH 8,5 con NaCl 0,15 M Y se incubd a 70 °C! durante 10

minutos. Luego, se centrifugd a 1.000 x g por | 10 wminutos

para eliminar el mineral Y una alicuota del sobﬁenadante se
sometid a una electroforesis en agarosa al 1% %n TBE. Tal
Como se observa en la figura 12, bajo éstas condiciones de
lisis se logré la extraccidn del ADN de las bacterias
presentes en el mineral.

La lisis de las bacterias se realizd en medid TE PH 8,5,

con NaCl 0,15 M, a una temperatura de 70 °C, ya que éstas son

las condiciones en 1las cuales se obtuvo |una mayor
recuperacién de ADN. Temperaturas mayores no cgndujeron a
extraccidn de ADN, ya que el ADN denaturado probablemente es
eliminado por degradacién o adsorcidn a lag paﬂticulas de
mineral. Al probar tiempos de lisis mayores de 10 ﬁinutos, 81
bien aumentd la eficiencia de lisis de las |bacterias,
determinado por recuento directo de las bacterias ﬁemanentes,
bajé la eficiencia de recuperacidén del ADN, asi por ejemplo,
con una hora de incubacidn, 1la recuperacioén de ADF es nula.

. e . P L)
Se establecid que el tiempo optimo era de 10 minutos.
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Figura 12. ADN bacteriano de la extraccién de 1 gramo de
mineral. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. "

La extraccién del ADN de las bacterias que estan en
suspensién, se hizo por una adaptacién del protocoelo descrito
para mineral aglomerado, elimindndose la etapa de,lavados. El
efluente de la solucidn de lixiviacién se centrifugd a 10.000
x g por 15 minutos. Luego el precipitado obtenidoc se
resuspendid en 5 ml de TE pH 8,5 con SDS al 1%, NaCl 0,15 M
y las bacterias se lisaron por calentamiento a ZO °C poxr 10

minutos.

2.3. Determinacién de la distribuciém bacteriana en el
mineral lixiviado.

Al estudiar la distribucidn bacteriana en el sistema de
lixiviacidén por la determinacidn del ADN asociado al mineral,
en ninguno de los sobrenadantes de los lavados, tanto con
agua acida, como con TE, llevados a cabo con agitacidn suave,
se pudo observar la presencia de ADN bacteriano, por lo tanto

se puede decir que el porcentaje de bacterias desprendidas
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fue menos del 1% (no mostrado). Esto indica que las bacterias
en el mineral se encuentran firmemente unidas a &l y que ni
los lavados con TE pH 8,5 desprenden una cantidad importante
de bacterias. Por otra parte, en el sobrenadante del dltimo
lavado del mineral por agitacién en vortex se observé la
presencia de ADN bacteriano (lineas 1, 2, 3, 4, 5y 6, figura

13).

Figura 13. BExtraccién del ADN de las bacterias presentes en
el sobrenadante, luego de agitar en vdértex durante el lavado
del mineral aglomerado. Electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio de log ADN de las bacterias
presentes en los sobrenadantes obtenidos luego de lavar con
agua &cida (lineas 1, 2, 4 y 5) y con TE pH 8,5 (lineas 3 y
6). Lineas 1, 2 y 3: centrifugacién a 1.000 x g. Lineas 4, 5
y 6: centrifugacién a 500 x g.

Probablemente la agitacidén en vértex provoca un efecto

mecédnico sobre el mineral, generando particulas de pequefio
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tamafio con bacterias o desprendimiento de §cﬁmulos de
bacterias, las cuales serian incapaces de sediﬁentar en su
totalidad tanto a 500 x g (lineas 4, 5 y 6, fig%ra 13) como
a 1.000 x g (lineas 1, 2 y 3, figura 13)}. Se pﬂensa gque se
trataria de particulas con bacterias y no d% bacterias
libres, ya que la mayoria de las bacterias gue n% sedimentan
a 500 x g, lo hacen a 1.000 x g, situacidén que éa cuenta de
particulas con una velocidad de sedimentacidn ﬁayor que el
gue poseen las bacterias libres. Por observacién!directa del
sobrenadante por microscopia de contraste de fasei se observa
gran cantidad de mineral particulado y bacterias églomeradas,
por lo que la primera posibilidad pareciera |ser la mas
factible.

Es por ello, gque luego de la agitacidn en| vortex, se
centrifugd a 10.000 x g por 15 minutos.
Para tener una estimacidn correcta de las bacterias

presentes en el mineral aglomerado, fue necesario realizar

una extraccidn exhaustiva del ADN asociado al mineral. Para
!
ello, la extraccién del ADN de las bacterias aPociadas al
mineral, descrita anteriormente, se repitié va%ias veces,
utilizando el mineral obtenido de la extraccidn anterior como
sustrato para la segunda extraccidn y asi sucesivémente hasta
no extraer mas ADN. Tal como se ve en la figuré 14, en la
primera extraccién de ADN sdlo se recuperd alreéedor del 20
% del ADN presente en el mineral, recuperéandose ADN hasta la

cuarta extraccién, por lo gque la determinacidn de las
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bacterias asociadas al mineral lixiviado se realizd midiendo
el ADN presente en la suma de las cuatro extragciones. El
hecho de que en la segunda y tercera extraccidn Ee recupere
mids ADN que luego de la primera extraccidn, pued% deberse a
que el primer tratamiento con SDS no lisd a| todas las
bacterias con las cuales interactud, pero las dejo mas
susceptibles a las extracciones posteriores; o qqizés porque
no todas las bacterias presentes en el mi%eral estédn
expuestas a la accién del detergente ¥y 1as§ sucesivas
extracciones van lisando a las bacterias que v%n quedando

progresivamente expuestas.

I 2 3 4

Figura 1l4. Extracciones sucesivas del ADN presente en el
mineral aglomerado. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con bromurc de etidio, del ADN obtenido a partir de
cuatro extracciones secuenciales (1, 2, 3 y 4), por lisis con
SDS al 1% de 0,2 g de mineral aglomerado.

Para calcular la cantidad de ADN gendmico| bacteriano
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obtenido luego de las cuatro extracciones, se compararon
i
visualmente las bandas obtenidas en los geleside agarosa
luego de ser tefiidos con bromuro de etidio con la intensidad
de las bandas obtenidas a partir de cantidades conocidas de
un ADN comercial. De acuerdo a ésto, en la muestFa utilizada

|
fue posible extraer un total de 730 ng de APN/gramo de

mineral y suponiendc una cantidad de 7,3 xi 10* ng de
|

ADN/bacteria (63), se estimd una cantidad de| 1,0 x 10°
bacterias/gramo de mineral. Cabe hacer notar qu% no todo el
ADN gentmico bacteriano presente en la muestra cérgada en el
gel va a ingresar a el, ya que el gran tamafio b voluminosa
conformacidn espacial de esta macromolécula, va airepresentar
un gran obsté&culo en su entrada al gel de agaros%. Por ello,
la cantidad de ADN calculado por esta técnica reﬁresenta una
cantidad menor a la efectivamente presente en las muestras
obtenidas luego de las extracciones, lo que concuérda con los
resultados obtenidos previamente en el Lab%ratorio de
Microbiologia de SMP, en que por medicién de l% actividad
respiratoria oxidativa de las bacterias presente% en mineral
aglomerado se ha estimado una cantidad de il,o x 10°
bacterias/gramo de mineral. !

Por otra parte, la estimacién del nimero de %acterias en

- 0 . [} - !
el efluente de la solucidén de lixiviacién Qe columnas
|

experimentales, utilizando técnicas de plaquea en medio
|

sd6lido (22) y de conteo directo por micrbscopia de

epifluorescencia (25), arrojan resultados de hasta 1 x 10°




i
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unidades formadoras de colonias/ml y de 1 x 1(3‘ bacterias
totales/ml, respectivamente. Esto indica que: una gran
cantidad de las bacterias que se encuentran creéiendo en el
sistema de lixiviacidén, lo hacen unidas al mineral. La
recuperacidén de ADN desde estas soluciones es contt:ordante con

la cifras encontradas por microscopia. ;
i

3. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN EL

ADN EXTRAIDO DEL SISTEMA DE LIXIVIACION. |

3.1. Amplificacidén de la regidén espaciadora :i.ntiergénica de
los ARNr 16S y 23S, a partir del ADN extraido &irectamente
del sistema. |

Para amplificar 1la regién espaciadora, | se siguid
inicialmente el procedimiento descrito en Métodos)que incluia

tiempos de alineamiento a 55 °C por 30 segundos. La linea 2

de la £figura 15, muestra que bajo estas condiciones, 1la
regidén espaciadora de 7. ferrooxidans, cepa ATCC 19859, es
r
amplificada eficientemente, obteniéndose s61lo un aEmplificado,
de un tamaflo de 530 pb. Pero no hubo amplificacién del ADN
extraido directamente del sistema de ilixiviacién
correspondiente a una mezcla de volimenes igua:les de 1las
cuatro extracciones realizadas sucesivamente (lint[aa 1, figura

15) . i




73

J

Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con
plata de los productos obtenidos de la ampllflca01on por PCR
de 15 ng de ADN de T. ferrooxidans cepa ATCC 19859 (Linea 2)
y de 15 ng de ADN extraido a partir de mineral aglomerado
(1inea 1).

Esto demostrd que aungque la extraccidén rendia una
preparacién con una importante cantidad de ADN, su calidad no
era adecuada para llevar a cabo una amplificacidn exitosa de
la regién espaciadora intergénica de los ARNrilSS y 23S,
probablemente debido a la presencia en el extracto de ADN de
gran cantidad de proteinas y ARNr bacterianos (lineas 1 y 2,
figura 16). Subsecuentemente, se exploraron técnicas de

purificacién de este ADN para lograr una amplificacién

eficiente.

3.1.1. Obtencién de un ADN apropiado para la reaccidn de

amplificacién de la regidén espaciadora intergénica de los

ARNr 16S y 23S.

Para tener un ADN apto para ser amplificado, fue
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necesario tratar enzimaticamente el ADN para eliminar

potenciales inhibidores de 1la reaccidn, como ARNr vy
nucleasas. Los ARNs ribosomales, especificament% el ARNr 23S
cuyo extremo 5’ es complementario al partidor |L1l, podrian
estar compitiendo por los partidores, con la ?onsiguiente

merma en el rendimiento y en la especificidad.

El ADN se tratd con 100 ug/ml de ARNsa A por 2 horas a 37
°C, para eliminar los ARNrs ribosomales pres§ntes en la
muestra y posteriormente con 250 ug/ml de proteihasa K por 1
hora a 37 °C, para eliminar proteinas como nucleasas y otras

que podrian interferir en la reaccidn de anlificacién

(lineas 3 y 4, figura 16). |

e i e et P e




Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio del ADN obtenido a partir de 0;2 gramos de
mineral, antes (lineas 1 y 2) y después de tratar con 100
ug/ml de ARNsa por 2 horas a 37 °C y posteriormente con 250
ug/ml de proteinasa K por 1 hoxra a 37 °C (lineas 3 y 4).

Considerando la posible presencia de otros inhibidores en
el ADN obtenido a partir del mineral aglomerad!o, como por
ejemplo metales pesados, el ADN se purificd por filtracidn en
gel, usando una columna de Sefadex G-200 saturafdo en TE pH
8,5. Tal como se ve en la linea 2 de la ficl:[ura 17, 1la
|

purificacién por Sefadex G-200 si bien generd ' un ADN mas

puro, se recuperd muy poco del ADN originalmente| presente en
n

1a muestra (linea 1, figura 17), que ?‘.mpidic’) una




76
amplificacién eficiente del ADN. Probablementelesta escasa
recuperacién del ADN se deba a que 1la mayoria del ADN
extraido se encuentre aglomerado formando una Fed, por lo
tanto el gel lo va a retener.

Buscando una forma alternativa para minimizar el efecto
de los inhibidores presentes en el ADN, luego del| tratamiento

}

enzimdtico del ADN con ARNsa A y proteinasa K, se realizé

amplificaciones con diluciones del ADN, para disminuir la
concentracidén del inhibidor presente en la mueséra. Ademds,
debido a la presencia de una fuerte estructura s?cundaria en
la regidn a amplificar (30,61), el tiempo de apa#eamiento de
los partidores al templado fue aumentado de 30 %egundos a7

minutos a 55 °C, tal como lo recomienda Jensen b

colaboradores (29).

1

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio del ADN extraido a partir de 1 gramo de
mineral, antes (linea 1) y después de purlflcar por una
columna de Sefadex G-200 (linea 2). i
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Tal como lo muestra la figura 18, bajo eﬁtas nuevas
|

condiciones al amplificar diluciones seriadas enlbase 10 del
ADN obtenido a partir de T. ferrooxidans cepa %TCC 19859 y

del mineral aglomerado, una dilucidén 1/100 del:ADN permite
1

eliminar la inhibicién manteniendo alin suficiente ADN para

obtener un producto claramente observable (lineas 3 y 6).

1

g
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Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con
plata, de los productos obtenidos de la amplificacién por PCR
de las diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 de 1,0' ug del ADN
extraido de T. ferrcoxidans cepa ATCC 19859 (lineas 2, 3y 4,
respectivamente) y del mineral lixiviado (11neas 5 6y 7,
respectivamente) . Linea 1: control sin ADN bacter1an0



78

3.2. Amplificacién de los ADNs obtenidos por extracciones

secuenciales del mineral lixiviado.

Debido a que la extraccidén de ADN se basa en la lisis de
las bacterias asociadas al mineral y suponiendo uPa poblacién
bacteriana heterogénea, era posible que 1a$ distintas
extracciones obtuvieran ADN de distintos tipos dg bacterias,
debido a diferencias en la eficiencia de lisis de}ellas. Esto
puede deberse tanto a diferencias en sensibilﬂdad al SDS,
como a la ubicacién de la bacteria en el mineral. Para

determinar potenciales diferencias de composicidn entre los

'

. . } .
ADNs obtenidos en cada una de las extracciones sucesivas, los
i

|
ADNs obtenidos en cada extraccién se amplificaron en forma
!

independiente. Tal como lo muestra la figura 19, Fl patrdén de

amplificados no es el mismo en cada uno de los extractos,
1

observandose que uno de los amplificados se detécta casi en
!

la misma cantidad en todos los extractos, en cam?io hay otro
1

que es extraido en forma creciente. Esto |indica una

extraccién diferencial del ADN bacteriano pre?ente en el
|

sistema y que por lo tanto las amplificacion%s se deben
|

llevar a cabo a partir de una mezcla del ADN obtenido en las
|

cuatro extracciones, para obtener un resultado qu? represente

a la poblacién bacteriana del mineral.
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con
plata de los productos obtenidos de la amplificacidn por PCR
de 10 ng de ADN de la cepa ATCC 19859 de T. ferrooxidans (Tf)
y del ADN obtenido por extracciones secuenciales| a partir de
0,01 gramo de mineral lixiviado en la columna regada con 1
g/l de Fe(II). El: primera extraccién, E2: segunda
extraccidén, E3: tercera extraccidén y E4: cuarta extraccién.

3.3. Determinacidn de la diversidad bacteriana presente en un

sistema de biolixiviacién de cobre por andlisis ide ADN.

3.3.1. Andlisis de las regiones espaciadoras entre los genes
ribogsomales 16S y 23S en aislados obtenidos a partir de
operaciones de biolixiviacidn.
!
Inicialmente se explord la capacidad del método descrito
por Jensen y colaboradores para distinguir entre las
principales especies bacterianas aisladas de procesos de

biolixiviacién (29). Las ©regiones espaciadoras se

amplificaron por PCR usando partidores complementarios a

|
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secuencias altamente conservadas en los genes de los ARNr 168
Y 235 adyacentes a estas regiones. El tamafio de la regién
espaciadora se determind por electroforesis en gel. EL
andlisis inicial de las cepas de T. ferrooxidans (ATCC
19859), Thiobacillus thiooxidans (aTCC 19377) Y
Leptospirillum ferrooxidans (DSM 2705), wmostrdé apreciables
diferencias de tamafio de los productos obtenidos entre las

cepas de las diferentes especies (Figura 20A).
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Figura 20. Productos obtenidos de la amplificacidn por PCR de
las regiones espaciadoras entre los genes de los ARN
ribosomales 168 y 238 del ADN extraido de diferentes cepas.
(A) Lineas: M, fragmento de 603 pb de wox174 digerido con
Haelll; LE, L. ferrooxidans DSM 2705; 3, L. ferrcoxidans DSM
2391; 4 L. ferrooxidans ATCC 49881; Tt, T. thiodxidans ATCC
19377; Tf, T. ferrooxidans ATCC 19859. (B8), (C©), (D): Tt:
ATCC 19377. (B). Lineas: 2, DSM 594; 3, DSM 622. (C). Linea
2, DSM 9463. (D). Linea 2, Thiobacillus sp. DSM 612.

Las tres cepas de L. ferrooxidans examinadas mostraron
espaciadores mis pequefios con un largo similar entre ellos,
aungue uno parece ser ligeramente wds corto que los otros

dos. El largo del espaciador parece ser muy conservado entre

cepas de estas especies pese a la baja similitud de secuencia
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observada entre sus ADNs (31-50 %) (20). Tres |cepas de T.

thiooxidans con alta similitud de secuencia entre sus ADNs
(22), mostraron regiones espaciadoras indisti%guibles en
tamafio entre si, pero de un tamailo 50 pb nmﬁor que las
observadas en las cepas de L. ferrooxidans (Fig%ra 20B). La
cepa BS-2 (DSM 9463}, aislada por Goebel & Stack%brant (19},
mostrd un espaciador de un tamaiic ligeramente m%yor (Figura
20C). Esta cepa se agrupa con las otras c%pas de T.
thiooxidans por similitud de secuencia del ARN% 168 (19),
pero no se ha clasificado por hibridacién de ADN.iLa cepa DSM
612, originalmente clasificada en esta especie ,lpero con un
bajo porcentaje de similitud de secuencia con e% ADN de una
cepa de T. thiocoxidans de referencia (22), p%esenté una
regidén espaciadora mucho més pequeiia (Figura 20D$. Esta cepa
ha sido Gltimamente designada como un Thiobacillus sp. y es
probablemente una cepa de Thiobacillus albertis (13,22). Seis
i

|
aislados de T. ferrooxidans, incluyendo la cepa Torma (50) y
|

cinco otros aislados obtenidos a partir de! diferentes

regiones geogrédficas de Chile, mostraron por elﬁctroforesis

en gel un espaciador indistinguible por tamafio (Fﬁgura 21A4) .
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Figura 21. Productos obtenidos de la amplificacidn por PCR de
las regiones espaciadoras entre los genes de los ARN
ribosomales 168 y 23S del ADN extraido a partir de diferentes
cepas de T. ferrooxidans. Lineas M y Tf corresponden al
fragmento de 603 pb de ox 174 digerido con HaelIll y a la cepa
ATCC 19859, respectivamente. (A). Lineas: 3, Chi 002; 4, Chi
085; 6, Michilla; 7, Teniente; 9, Torma; 10, Lo Aguirre.
(B) . Lineas: 2, IFO 14245 (Lp); 4, DSM 583; 5, DSM 9464 (N-
Fel); 7, DSM 9465 (N-Fe4); 8, IFO 14262 (Ph).

Para descartar la posibilidad de que la uniformidad de
tamafio observada entre las regiones espaciadoras de los
distintos aislados de T. ferrooxidans pudiera deberse a una
seleccién no intencional de cepas de esta especie, se
incluyeron en el estudio cepas adicionales. Estas cepas
presentan entre ellas diferencias a nivel de similitud de
secuencias de sus ADNs y de sus ARNrs 16S, por lo que podria
darse un gran polimorfismo de tamafic entre las regiones
espaciadoras de éstas cepas (19,21,35).

Un considerable polimorfismo del tamafio de la regién
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espaciadora se ©observé entre las cepas | examinadas

pertenecientes a los distintos grupos establecidos por
hibridacién de ADN (Figura 21B). Sin embargo, u? espaciador
con un largo particular prevalece entre l%s aislados
examinados. Este espaciador podria ser caracteristico de
cepas clasificadas en el grupo 3a por hibridacién de ADN
(21,24). Algunas cepas de T. ferrooxidans contienen una
region espaciadora casi tan grande como la obs?rvada en T.
thiooxidans. La Tabla 5 muestra el tamafio est%mado de las
regiones espaciadoras de las diferentes cepas ex%minadas. De
acuerdo a los resultados de este andlisis, se puéde concluir
que este método nos puede dar una buena estimacién de la
complejidad de la poblacidn bacteriana presente en el sistema
de bioclixiviacidn, aunque permite sélo una idgntificacién
preliminar de los diferentes tipos de | bacterias,
especialmente para T. ferrooxidans, dada la heterogeneidad de

tamafio de la regién espaciadora.
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Tabla 5. Tamafio estimado de los productos de la amplificacién
de la regidn espaciadora intergénica de los genes|ribosomales
de los ARN 165 y 238,
especies asociadas a la biolixiviacidn.

T. ferrooxidans

ATCC 19859

DSM 583

DSM 9464 (NFe3l)
DSM 9465 (NFe4)

IFO 14245 (Lp)

IFQ 14262 (Ph)
Torma

Chi 002, Chi 085,
Michilla, Teniente,
Lo Aguirre.

T. thiooxidans

ATCC 19377
DSM 504
DSM 622
DSM 9463 (BS2)
DSM 612

L. ferrcoxidans

ATCC 49881 (Lfp3A)
DSM 2705
DSM 2391 (BU-1}

NZR PR

ATCC

DSM
DSM
IFO
IFO
C.0. {c)
0.0.

ATCC
DSM
DSM
DSM
DSM

. (c)

en cepas pertenecientes a diferentes

530

530
520

[ 545
[ 545

530
530

550
550
550
555
480

— — —— — —— i S ub et VAW N S S S S - o Goiy S S S S S —————— s T b £t Si7 L o e e
313133111t 1 1111+ 11+t 1ttt 1ttt 1k R e

: Nombres comiines de las cepas

: Agrupacién por hibridacién de ADN-ADN
: Tamafio estimado en nucledtidos

: Ver Materiales y Métodos

: No Agrupado
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3.3.2. An&lisis de las regiones espaciadoras intergénicas de
los ARN riboscmalesg 16S y 23S, de bacterias crec?i.das durante
un proceso de lixiviacidn.

La complejidad de la poblacidn bacteriana s% estudid en
muestras obtenidas de columnas con calcosi%a/covelina,
irrigadas con soluciones que contenian 0, 1 6&5 gramos de
Fe(II)/litro. La concentracién de Fe(II) no Ecambié la
velocidad ni la recuperacidn total de cobre por ﬁés de un 5%
entre estas columnas (resultados no mostrad%s). E1 ADN
obtenido a partir del wmineral aglomerado y del eféuente de la
solucidén lixiviante de cada una de las columnas %e sometid a

1
amplificacidn de las regiones espaciadoras. El%anélisis de
los productos por electroforesis en gel mostrd $n patrén de
productos de amplificacién.relativamente»complejoé, diferente
para cada concentracidén de Fe(II) empleada en 1a!soluci6n de
lixiviacién. E1 amplificado esperado luego de aéplificar el
ADN de las cepas de T. ferrooxidans comﬁnmente{aisladas en

i
Chile, se cobservd en una cantidad significativ% sblo en el
mineral aglomerado lixiviado con 5 gramos de ién ée(II)/litro
(Figura 22A, linea 05) y en las soluciones efluéntes de las

columnas lixiviadas con 5 y 1 gramo de Fe(II)/litro (lineas

S5, S1).
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Figura 22. Productos obtenidos de la amplificacién por PCR
de las regiones espaciadoras entre los genes del ARNr 16S y
238, a partir del ADN extraido de mineral lixiviado (lineas
0) y de soluciones efluentes {lineas S). (A). Muestras
obtenidas a partir de columnas lixiviadas con soluciones que
contenian 5 6 1 gramo/litro de Fe(II) (indicado a
continuacién de la letra). Tf, Tt y Lf, corresponden a los
productos de amplificacién del ADN de T. ferrooxidans (ATCC
19859), T. thiooxidans (ATCC 19377) y L. ferrooxidans (DSM
2705), respectivamente. M, muestra el fragmento de 603 pb de
©x174, digerido con HaeIIT. (B). Muestras obtenidas a partir
de columnas lixiviadas sin Fe(II). Oo/Tf, corresponde a los
productos de amplificacidn del ADN extraido de 'l gramo de
mineral, luego de agregar 5 x 107 bacterias de T.
ferrooxidans (determinado por microscopia de
epifluorescencia). M, Tf, Tt y Lf, corresponden a 1o descrito
en (A).
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Un amplificado adicional correspondiente a iun producto
aproximadamente 10 pb mas pequefio, se observd en{‘todas estas
muestras que fueron lixiviadas con Fe(II), adic:i%onado a las
soluciones de 1lixiviacidén. El1 producto esperaido para T.
ferrooxidans fue raramente observado o no observaj.do luego de
amplificar el ADN extraido tanto del aglomeradoi como de la
solucidn efluente de la columna lixiviada sin ag%egar Fe(II)
(Figura 22B, lineas Oo, So) y a partir del minerai"‘ aglomerado
lixiviado con 1 gramo/iitro de idén Fe(II) (Figura 22A, linea
0l) . Estas observaciones iniciales sugieren que lga poblacidn
bacteriana presente en este sistema de lixiviacic’nf., comprende
bacterias diferentes al T. ferrooxidans tipicameinte aislado
en Chile en sistemas de biolixiviacién y que la ﬂresencia de
T. ferrooxidans en la poblacién observada es deplendiente de
la concentracifén de ién Fe(II) en el isistema de
biolixiviacidn. Los dos productos principales obt%nidos luego
de la amplificacién del ADN obtenido de 1las cgalumnas con
mineral lixiviadas sin Fe(II), presentaron mobilidades
electroforéticas similares a los productos obtenitlios a partir
del ADN de las cepas de T. thiooxidans y L. ferrooxidans
(lineas Tt, Lf)}. Particularmente interesante fue {la aparente

ausencia de T. ferrooxidans en estas columnas. Para

j
determinar si la no deteccidn de égta bacteria seidebid a una

falla en la recuperacidn del ADN a partir de-estas bacterias,
el ADN se extrajo a partir del mineral de esta columna luego

de adicionar T. ferrooxidans al mineral lavado.! La Figura
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22B, linea Oo/Tf muestra que el T. ferrooxidans agregado fue

eficientemente recuperado por el procedimiento de lextraccién.

s
3.3.3. Identificacidén de las bacterias crecidaé cuando el

mineral se lixivid sin Fe(II). 1
La identificacién de las bacterias encontra?as en esta
condicibén se llevd a cabo secuenciando parte de lés genes del
ARNr 16S, adyacente a las regiones espaciadoras. éara obtener
la regidén del ARNr 16S, el ADN original se ampl%ficé usando
un partidor complementario a una secuencia consérvada cerca
del extremo 5’ del ARNr 16S y uno de los partidores empleados
para amplificar la regidén espaciadora, complementaria a una
secuencia cercana al extremo 5’ del ARNr |23S. Esta
amplificacidén permitid obtener el ARNr 16S j%nto con la
correspondiente regién espaciadora, lo gque pérmitié una
identificacién conveniente de los amplificados. La
amplificacién de las regiones espaciadoras de los productos
obtenidos, mostrd un patrdén similar o igual al observado

luego de amplificar los espaciadores en el ADN original

(Figura 23, lineas 1 y 5).




89

Figura 23. Productos obtenidos de la amplificacidn por PCR de
las regiones espaciadoras intergénicas de los ARNr 165 y 235.
Linea 1, Amplificado conteniendo el gen del ARNr 16S y la
regidén espaciadora ; linea 2, 7T. ferrooxidans ATCC 19859;
linea 3, Plasmidio recombinante pss 14; linea 4' plasm:Ld:Lo
recombinante pls 24; linea 5, ADN extraldo a partir del
mineral lixiviado en ausencia de Fe{II).

Los productos de la amplificacidén que contenian el ARNr
168 fueron posteriormente clonados en pUCl19. Se analizd nueve
clones; la amplificacidn de las regiones espaciadoras en cada

I

clon mostrd que cinco de ellos contenian el espaciador
similar al de T. thicoxidans, mientras que los otros tres
contenian uno similar a uno de los encontrados en L.
ferrooxidans (Figura 23). Estos ocho clones fueron
secuenciados en la regién correspondiente, aproximadamente,
a los nucledtidos 400 a 700 del ARNr 16S de E.coli. El noveno
c¢lon mostrd por amplificacién, un producto de aproximadamente
200 pb de longitud (no mostrado)}. Ya que este producto se
observé s6lo una vez en las numercosas amplificaciones del ADN
original, no fue secuenciado. Las secuencias obtenidas a

partir de cada uno de los cinco clones que contenian los

espaciadores de mayor tamafic (pls 23, 24, 45, 47, 53) fueron
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idénticas (Tabla 6). En los clones obtenidos la s?cuencia fue
GGAGGACGAARAGGTGGGTCGCTAATATCGCCTGCTGTT v al co#pararla con
las secuencias informadas de los ARNr 16S de cepas aisladas
en condiciones de biolixiviacidn, resultd ser casi idéntica
a la informada para el grupo de cepas de T. thiooxidans BS-3
y ATCC 19377, (las posiciones nucleotidicas [443 a 480
sugeridas como potencialmente discriminatorias entre grupos
de T. ferrooxidans, T. thiooxidans vy otrés especies
bacterianas aisladas en sistemas de biolixiviacién segin
Goebel & Stackebrandt (19) aparecen marcadas mis oscuras).
La tinica diferencia observada fue una sustitucié? de A por T
|

|

fzg%a)s. Similitud de secuencias entre los gen%s del ARNr
; a).

en la posicidn 469.

Cepa o clon BS-3 pls pss 21,14 pés 38 BU-1
T. thiooxidans BS§-3 --- 98,5 69,6 70,3 71,1
pls 23,24,45,47,53 ——— 69,4 70,4 70,1
pss 21,14 ~——— 94,6 94,6
pss 38 —}-- 100

(a) . Los nimeros presentados, corresponden a por?entajes de
similitud, basados en la comparacién de 194 nucledtidos a
partir de la posicidn 429 hasta la 630, segin lal numeracién
de E. coli. Algunas posiciones, que consistentemente dieron
asignaciones ambiguas de nucledtidos o anomalias de
compresion de bandas, fueron excluidas del analisis.
pls: plasmidios recombinantes con la regién espaciadora de
mayor tamafio. j
pss: plasmidios recowbinantes con la regién espaciadora de
menor tamafio. 1
i
La identificacién de 1las cepas con las regiones

espaciadoras de mayor tamafio como T. thiooxidans se confirmd

|

|
|
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fenotipicamente, ya que todas ellas fueron capacés de crecer
en azufre elemental, pero no en Fe(II).

Las secuencias de los tres clones que poseen la regidn

espaciadora mis corta, similar en longitud a los ?spaciadores
encontrados entre las cepas de L. ferrcoxidans, m?stré alguna
diversidad (Tabla 6). Dos de los clones ipresentaron
secuencias idénticas (clones 14 y 21). El ?ercer clon
contenia una secuencia idéntica a la informadalpor Lane y

!

colaboradores para L. ferrooxidans BU-1 (DSM 2391), una cepa

aislada por Groudev de una mina de cobre en Bulgaria (35).

|
|

3.3.4. Seleccidn de la poblacidn bacteriana |durante el

crecimiento en medios de cultivos con diferentezs fuentes de
energia.

Para determinar el potencial efecto selectivo que

S B

provocaria en la poblacién bacteriana presente en el sistema
de biolixiviacidn el aislamiento en medios de cultivo, la

composicién de la poblacidén se determind antes yidespués del
]

crecimiento en diferentes medios de cultivo. Laifigura 244,

linea 0O, muestra los productos obtenidos lﬁego de la
|
i
amplificacién por PCR de las regiones espaciadoras presentes

\

. . P
en el ADN de las bacterias provenientes del mineral lixiviado
de las columnas regadas en ausencia de Fe(II).

. . l .
Sin embargo, cuando las mismas muestras sel analizaron

|
después de cultivarlas en un medio sintético con Fe(II), se

observé la prevalencia de regiones espaciadoras! de tamafios

|
|
i
i
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similares a las de T. ferrooxidans (Figura 24A, linea 0i).

Dos bandas principales se observaron en el ADN| obtenido a

partir del cultivo inoculado con el mineral aglomerado, las
cuales no se observaban en el ADN del mineral oxriginal. Una
de ellas comigra con el producto obtenido tras 1la
amplificacidn de la cepa ATCC 19859 de T. ferrﬂoxidans; la
otra banda observada migrd ligeramente méas répi&a que la de
T. ferrooxidans. Esta ultima banda £fue el producto
predominante durante el cultivo de la solucidén efluente
{(l1inea Si). Los tamafios diferentes de éstos productos se
confirmaron usando como marcadores de tamafio los productos
obtenidos de las especies més frecuentemente aisladas en
procesos de lixiviacidn (Figura 24B). Por otra, parte, los
productos de amplificacién originales, obtenidos a partir del
o

i
I

ADN extraido directamente del mineral aglomeradco {(linea 0),

se observaron durante los tres subcultivos consecutivos en
]

medio sintético gue contenia mineral como la Gnica fuente de

energia, en vez de Fe(Il) (linea Om).

— e i
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Figura 24. Productos obtenidos de la ampllflcacn.on por PCR de
las regiones espaciadoras intergénicas de los ARNT 16S y 238,
del ADN extraido de la muestra orlg:Lnal de las columnas
lixiviadas en ausencia de Fe({II) 6 luego de cultivar en un
medio sintético. Linea 0, mineral lixiviado; 0i, }cultivo del
mineral lixiviado en un medio sintético con Fe(II); Om,
cultivo del mineral 1lixiviado en un medio sintético con
minerales; S, solucién efluente; Si, cultivo de la solucidn
efluente en un medio sintético con Fe(II). M, fragmento de
603 pb de @x174 digerido con Haelll; TE, T. ferroox1dans ATCC
19859; Lf, L. ferrooxidans ATCC 49881 TE, T. !th.loox.ldans
ATCC 19377.
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La bacteria que crecié a partir de la solucién efluente
Y que tenia una regidn espaciadora mis peguefia (élrededor de
520 pb) se clondé por plaqueo en un medio sélidé de agarosa
(22). La Figura 25A muestra las regiones éspaciadoras
obtenidas a partir del ADN original de la solucién efluente,
del ADN de la bacteria seleccionada durante el cr?cimiento en
Fe(II) y el ADN del clon de la bacteria selecc%onada. Esta
cepa se designdé PA15. |

Un andlisis similar se llevd a cabo con el ADN obtenido
a partir de la solucién lixiviante que salia de %as pilas de
una planta de produccidén de cobre. La pila con%iste de un
mineral similar, lixiviado con la solucidn res%ltante del
procesc empleado en la planta industrial (refinb), el cual
contiene wuna alta concentracién de sulfatoi y fierro
{alrededor de 150 g/1 y 5 g/1, respectivam%nte). Esta
solucidén contenia pequefias particulas de %ineral en
suspensidén y del procedimiento de extraccidén ﬁel ADN se
obtuvo ADN tanto de las bacterias plancténic%s como de
aquellas unidas a las particulas de mineral. La amblificacién
de este ADN generd un patrén de <regiones éspaciadoras
conformado por muchas bandas (Figura 25B). Pero la
amplificacién del ADN de estas bacterias que creéen en medio
con Fe(II), generé dos regiones espaciadoras p;incipales,
ambas significativamente mds grandes que las obseévadas en T.
ferrooxidang, con tamafios aproximados de 550 |y 555 pb,

similares a los observados para las cepas de T. thiooxidans.
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Las bacterias que contienen estas dos regiones espaciadoras,
fueron posteriormente clonadas por dilucidn y crecimiento en
medio de cultivo, ya que ellas no forman colonias en un medio
s6lido de agarosa. Estas cepas se designaron OP1 (regidn

espaciadora de 555 pb) y OP4 (regidén espaciadora de 550 pb).

Figura 25. Productos de la amplificacidén por PCR de la regidn
espaciadora intergénica de los ARNr 16S y 23S, a partir del
ADN extraido directamente de las bacterias en las soluciones
de lixiviacién y luego de crecerlas en un medio sintético con
Fe(II). (A). Seleccién a partir de 1las soluciones de
lixiviacién de las columnas experimentales. S, efluente de la
solucidén de lixiviacidn; Si, cultivo del efluente de la
solucién de lixiviacién, en un medio sintético con Fe(II);
PA15, cultivo en medio sintético con Fe{II) del clon PA1S,
obtenido por plaqueo en agarosa a partir de Si. (B).
Seleccidn a partir de la solucidn de lixiviacidn de la planta
industrial de Lo Aguirre. P, efluente de la solucidén de
lixiviacién; Pi, cultivo del efluente de la solucidn de
lixiviacién, en un wedio sintético con Fe(II); OP1, cultivo
en medio sintético con Fe(II) del clon OP1l, obtenido por
dilucién a partir de Pi; OP4, cultivo en medio sintético con
Fe{II) del clon OP4, obtenido por dilucidn a partir de Pi.
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3.3.5. Caracterizacidn de las bacterias seleccio?adas en los

medios sintéticos con Fe(IIl).

Como se mostrd previamente, las bacterias élasificadas

i
como T. ferrooxidans muestran un alto grado de ﬁolimorfismo
de la regidn espaciadora (Tabla 5), por ello,| aungque las

bacterias seleccionadas, especialmente OPl y OP4, contienen

regiones espaciadoras noc observadas entre |las cepas
previamente analizadas de esta especie, de ac11‘1erdo a los
criterios convencionales estas cepas aln pueden s]er llamadas
como T. ferrooxidans, ya que son capaces de crecer en Fe(II)

y azufre elemental. Para determinar el grado de s%:-mej anza que
tendrian éstas cepas aisladas con las cepas conclicidas de T.
ferrooxidans se 1llevd a cabo una caracterizacién ae las cepas
aisladas tanto por el patrén de los fragmentois obtenidos
luego de digerir con enzimas de restriccidn 1:'as regiones
espaciadoras, como por el andlisis de lai secuencia
nucleotidica del ARNr 16S. Los patrones de restriiccién de las
regiones espaciadoras de las cepas analiza{das fueron
similares a los obtenidos para T. ferrooxidan? cepa ATCC
19859 (Figura 26). {
Los mismos sitios de restriccidn para Alul y CfoIl
presentes en ATCC 19859 se encontraron en PAl5. En cambio las
;

cepas OPl y 0OP4 si bien tienen conservados 10% sitios de

restriccidén para Alul contienen un sitio adicional para Cfol.
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Figura 26. Patrdén de los fragmentos de restriccidn obtenidos
luego de digerir con Alul & CfoI el producto de la
amplificacién por PCR de la regidn intergénica de los ARNr
168 y 23S de las cepas aisladas y de la cepa ATCC 119859 de T.
ferrooxidans. Lineas 1, T. ferrooxidans ATCC 19859; 2, PALS;
3, OPl; 4, OP4., Los puntos indican los fragmentos‘obtenldos
La flecha indica los productos de la amplificacidén sin
digerir. M, fragmentos de restriccién de oxl74 digerido con
HaeIII. |
Ya que los patrones de restriccidén obtenides luego de
digerir los distintos aislados con las enzimas de restriccién
no mostraron grandes diferencias, el signific?do de las
diferencias observadas con respecto al grado de semejanza
4
entre estas cepas y T. ferrooxidans fue gificil de
interpretar. Por ello, para obtener una mejor estimacidn de
la semejanza entre las cepas, parte del ARNr 16S, adyacente
a la regidén espaciadora se secuencié como ya se describid

anteriormente. Los productos obtenidos luego de amplificar el
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ARNr 165 fueron secuenciados directamente eng la regidn

correspondiente aproximadamente a los nucleétidés 370 a 625
1
del ARNr 16S de E. coli. La similitud entre PALl5 ¥y OP4 fue de

B
98,4%. La comparacidén con las secuencias disponi?les para T.

ferrooxidans (19,42), mostrd similitudes entre un 97,4 y

1

100%. En cada comparacidn, las diferencias se concentraron en
|

la regidn entre los nucledtidos 443 a 480, sugerida como una
i

zona potencialmente discriminatoria entre los grupos de las

cepas de T. thicoxidans y T. ferrooxidans (19). La secuencia

t

E

encontrada en esta regidn en tPALS fue
|
GGAGGACGAAAAGGCGGGTTCTAATACAATCTGCTGTT y mostrd identidad con

la secuencia reportada para el grupo de cepas ﬁ—Fe4, Ph y
F221 de T. ferrooxidans (en oscurc las ! posiciones

potencialmente discriminatorias). La secuencialen 0P4 fue

|
GGGGGACGAAAAGGCGGGTCCTAATACGATCTGCTGTT, idént#ca a la

encontrada en el grupo de cepas conformado por N%Fez y Lp de
[

El andlisis morfoldégico de las cepas aisladaé, PA15, OP1
\

y OP4 demostrd que se trata de bacilos rectos,

T. ferrooxidans.

!
indistinguibles en forma y tamafio de la cepa ATCCE19859 de T.
ferrooxidans. Fisioldgicamente, los tres son ;capaces de
oxidar azufre elemental y Fe(II). Ademds OP1 yEOP4 fueron

i
incapaces de formar colonias en un medio s6lido de agarosa

suplementado con Fe(II), pero PA1l5 fue capaz{ de formar

|
t

pequefilas colonias con baja eficiencia.




DISCUSION

1. Crecimiento bacterianoc en azufre y extrapolacidén al
crecimiento en mineral.
Un proceso industrial de biolixiviacidén de cobre a partir

de sulfuros secundarios, cualquiera que sea (el sistema

utilizado, depende principalmente de una eficient‘;ie actividad
oxidativa de los microorganismos presentes (2;}2,27,48). A
partir de la literatura, se sabe gue para q%e haya una
eficiente lixiviacidn, los microorganismos respdnsables del
aumento de la oxidacidén deben proliferar en Jel mineral
(3,4,22,27,47,48,64). Datos obtenidos en el 1abioratorio de
SMP confirman lo anterior, ya que se determind :que mas del
90% de 1la actividad oxidativa bacteriana sei encuentra
asociada al mineral lixiviado. Ademés, se pudo determinar que
la mayoria de las bacterias metabdlicamente activas del
sistema de lixiviacion, se encuentré'm unidas
irreversiblemente al wmineral, ya que mds deli 80% de 1la
actividad oxidativa bacteriana permanece asociada!t al mineral
luego de lavar extensamente con dcido sulfirico 1di1uido.

De lo anterior se concluye, que para %lmejorar la
eficiencia de un proceso industrial de biolixiviacién y

eventualmente solucionar 1los ©problemas que pudieran

presentarse en un sistema de este tipo, es imgrescindible
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conocer de mejor manera la proliferacidén de las @acterias en
su forma asociada al mineral lixiviado. Esta tesig se enmarcd
dentro de este objetivo general, poniendo especia} énfasis en
dos cosas: 1. Caracterizar la colonizacién éel mineral
lixiviado por parte de T. ferrooxidans. 2. Determinar la
1

diversidad de la poblacidn bacteriana presente en el sistema
de lixiviacidn y como ésta se ve influenciada pof cambios en
la composicién del medio lixiviante. ;

El estudio del tipo de unién gque T. ferrooxidans

:
establece con la superficie del azufre durante la adsorcidn

irreversible inicial de T. ferrooxidans, llevd % determinar

L) 1

que es sensible a la accidn tanto de detergentes iénicos

(SDS) como no-iénicos (Tween 20). Esto nos indicaria que la
!
adsorcidén inicial de las bacterias al azufre seria una unién

i

de tipo no covalente e hidrofébica. Esto se viéiapoyado al
adsorber sobre azufre bacterias cultivadas eng medios de
cultivo con distintas fuentes de energia, éue van a
determinar que las bacterias presenten hidrofobicidades
distintas de su superficie bacteriana, depend%endo de 1la
fuente de energia utilizada en su cultivo (12). Aﬁ determinar
el nimero de bacterias adsorbidas, se pudo observar que las
bacterias que fueron cultivadas en azufre (bagterias con
mayor hidrofobicidad que aquellas crecidas en F?(II) (12))
presentaron una adsorcidn 9,5 veces mayor gue la% bacteriag

cultivadas en Fe(II). 1

Por otra parte, al determinar la adsorcidn irreversible
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inicial de T. ferrooxidans incubado en Hg(II); un catidn

tdéxico para el metabolismo bacteriano, medido en Férminos del
dafio que provoca en la bacteria en su capacidad d% proliferar
en medio s6lido y de oxidar idén Fe(II), se pudg determinaxr
que la unidén sobre el azufre elemental no seria un proceso
‘
activo que requiere gasto de energia por pérte de la
bacteria, ya que bajo estas condiciones la adsorcidén de las
bacterias no se vidé alterada significativamente.

Todo esto nos 1lleva a concluir que la adsorcidn
irreversible inicial de las bacterias al azufre, es un
proceso pasivo, que no requiere gasto de energia #or parte de
la bacteria y gque va a depender de la compos?cién de la
superficie bacteriana al womento de interacttar con la
superficie del azufre scbre el cual se va alunir. Esto
concuerda con los datos disponibles en la literatura, en el
sentido que la bacteria se une rdpida e irreversiblemente
sobre la superficie a colonizar, en un %iempo que
dificilmente permitiria una sintesis de novo de‘estructuras
bacterianas de superficie (2,45,46).

Desde el punto de vista evolutivo, ésto reﬂresenta una
estrategia adecuada, ya que la bacteria crece ?n un medio
cuyas condiciones son bastantes extremas, en cu%nto a pH y
disponibilidad de un sustrato sobre el cual crécerf por lo
tanto necesita estar preparada para que al entrar en contacto

con el sustrato, rapidamente pueda unirse a é1l.

1
- . |
Una vez gque las bacterias se unieron al azufre, fueron
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capaces de proliferar sobre &1 hasta cubrir compietamente la
superficie disponible, formando una monocapa de células,
unidas apicalmente, incluso en superficies mante%idas con la
superficie colonizada hacia abajo, a favor de ﬁa fuerza de
gravedad. Esto indicaria que la unién de las bacFerias de la
progenie al azufre ocurriria sino antes de despre%derse de la
superficie, muy poco tiempo después de ello, yé que si no
fuera asi, por tener un coeficiente de sedimenéacién mucho
mayor que el coeficiente de difusién, las bacterias serian
arrastradas de la superficie y retiradas con los cambios de
medio, sin llegar a cubrir la superficie colon%zada. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos anter%ormente en
perlas de azufre, en el que se observd, a tiempoé tempranos,
que toda la progenie que se genera luego de la adsorcién
inicial de las bacterias a la superficie del azuf%e permanece
unida a ella (14). La unidén apical de T. ferroo%idans sobre
la superficie del azufre, sugiere que las bacterias presentan
una estructura de unidén ubicada en un ext#emo de la
superficie de la bacteria, que seria de gran imﬁortancia en
la unidén a un sustrato sdlido, ya gque aparentemeﬂte el resto
de la superficie bacteriana, no tiene la capacidad de unirse
al sustrato. Tal vez es en esgsta zona donde se ubicaria la
molécula proteica que se ha visto que se expresalal cultivar

las bacterias en un medio con una fuente de enngia s6lida

|
(12). Con respecto a la capacidad de T. ferrooxidans de

proliferar sobre una superficie s6lida sin desprenderse de la
i
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superficie, trabajos previos han determinad% que esta
bacteria es capaz de expandirse radialmentei sobre una
superficie, con una velocidad similar a un m?vimiento de
"gliding", lo gque podria dar una explica?ién a la
proliferacidén de las bacterias sobre la superfici% del azufre
ubicada hacia abajo, que cursé por la expansidn ée colonias,
probablemente producto de las Dbacterias %nicialmente

adsorbidas al azufre (55,63).

Al estudiar el efecto de 1la sedimentaci?n sobre el

crecimiento de T. ferrooxidans en la superficieidel azufre,
se pudo determinar que en las superficies que selmantuvieron

paralelas a la fuerza de gravedad, en ningin, momento se
observdé la formacidén de una estructura de creéimiento del
tipo "biofilm". Algo similar a esta estruct%ra solo se
observd cuando las superficies del azufre, fuerén colocadas
perpendiculares a la fuerza de gravedad, enfrenténdola. Pero
en estos casos, s6lo ocurrid una acumulacidn de bacterias,
gue no se encontraban unidas fisicamente entre si, ni con el
azufre. Si bien no se midié la actividad metabél%ca en estos
depdsitos, es probable que las bacterias que los conforman se
encuentren metabdlicamente activas, ya que se sabe que como
producto de la degradacién del azufre, se liberﬁn al medio

una serie de metabolitos intermediarios de degrﬁdacién, que

permiten el crecimiento en suspensién de 1as; bacterias

Extrapolando estos resultados a la colonizacidén del

presentes en el sistema (5).
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mineral por T. ferrooxidans, sugieren que luego de colonizar
el mineral, las bacterias van a crecer sobre la superficie
de éste en forma de una monocapa de células. Pero la

posterior distribucidén de la progenie en ell sistema de

lixiviacidén va a depender fuertemente de la orienFaCién.de la
superficie del mineral con respecto a la fuerza ée gravedad.
Es esperable que en aquellos 1lugares del &ineral que
enfrentan a la fuerza de gravedad Y que se hallen protegidos
del flujo de liquido percolante, las bacterias se van a
acumular por sedimentacién, manteniéndose en el }ugar debido
al bajo coeficiente de difusién de la bacteria,%presentando
probablemente un foco de alta actividad de degﬁadacién del
sustrato a lixiviar. Obviamente 1la situa%ién cambia
radicalmente con las bacterias métiles. En este c%so, no solo
van a cambiar los factores que influyen en la adsércién de la
bacteria a la superficie de un sustrato, dejando de ser un
proceso pasivo, sino gue también va a cambiar la distribucidn
de las bacterias en el mineral. Ahora la fuerza |de gravedad
no debiera ser determinante en la distribucidn de 1las
bacterias, ya que el movimiento bacteriano va a ser mayor en
varios oOrdenes de magnitud al movimiento browniano,
moviéndose generalmente por quimiotaxis hacial| las zonas

quimioatractantes de la superficie a colonizar, por lo tanto

las bacterias van a ser capaces de vencer lal fuerza de

gravedad, ocurriendo una colonizacién mds rdpida y especifica

del sustrato. En todo caso, si bien la motilidad bacteriana
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es importantisima en la colonizacién de las bacterias sobre
la superficie de un sustrato, en ninglin momento las cepas de
T. ferrooxidans analizadas en el laboratorio |presentaron
motilidad, por lo que este factor no seria impor?ante, hasta
lo que se conoce, en la colonizacidn de T. ferrookidans sobre
un sustrato. |

La figura 7 muestra un representacidn esqueﬁética de la

distribucidn hipotética del crecimiento bacteriano sobre las

distintas superficies del mineral lixiviado.

2. Divergidad poblacional bacteriana del |sistema de

lixiviacidn.

De acuerdo a lo descrito en la literatura, la mayoria de
los estudios de prevalencia bacteriana en procesos de
lixiviacidn, llevados a cabo a temperatura ambiente, se
basan en aislar las bacterias presentes en el sisFema por las
técnicas clasicas de cultivo (22,27,48). Estgs estudios
conducen a una alta seleccidén de un pequefio porcentaje de las
bacterias presentes en el sistema como se describe en la
Introduccidn.

Para no alterar la diversidad bacteriana inicialmente
presente en el mineral, fue necesario desarrollarjuna técnica

. 2 . | .
que provocara la menor seleccidn posible de las bacterias.

Para ello se adaptd a nuestro sistema, la técnica descrita
por Jensen y colaboradores, que consiste en la identificacidn

de bacterias, por la amplificacidén de la regidn |intergénica
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de los genes ribosomales 16S y 238 (29).

Este tipo de estudio requiere sin embargo, %a obtencidén
de ADN directamente desde el mineral Y que éste fepresente a
la mayor parte de la poblacién bacteriana presente en el
sistema y de ser posible cada uno de sus compo%entes en la
proporcidn original. Por esta razdén se estudid e# detalle la
obtencién del ADN desde el mineral Yy sus prop%edades como
molde para las reacciones de amplificacién. Po% constituir
esta parte de la tesis aspectos pricipalmente %etédicos la
discusién fue incluida junto con Resultados. S%n embargo,
cabe mencionar agui algunas consideraciones adiciénales. Esta
técnica si bien presenta ventajas importantes coﬁ respecto a
las técnicas tradicionales de identifi?acién de
microorganismos que emplean el cultivo en el l%boratorio,
tambien presenta desventajas gque hay que tener eé cuenta. La
lisis bacteriana con SDS ha sido informada como e%itosa para
bacterias en suspensién del género Thiobacilli vy
Leptospirilli, pero la situacién en las bacteria? asociadas
al mineral es distinta. En este caso, pueden!darse dos
situaciones: (i) Que dentro de las bacterias aéociadas al
mineral hayan cepas mds resistentes a la lisis c#n SDS y/6,
(ii) Producto de 1la unién al mineral las ba%terias se
encuentren mas protegidas de la accién del deter%ente. Para
minimizar el ndmero de bacterias no lisadas con! el primer

i

tratamiento con SDS, se hicieron 3 extracciones a?icionales,

- 1] | -
extrayéndose ADN en las 4 extracciones, lo que daria cuenta
|

-
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de una lisis diferencial de 1las bacterias QSociadas al
mineral, sin descartar que haya otras que aﬁ% después de
estas 4 extracciones no hayan podido ser lisa?as. Pege a

estos incovenientes, este procedimiento resultd ser el Unico

de los probados que permitidé una buena extrac%ién del ADN

bacteriano asociado al mineral. |

Por otra parte, lo que se va a detectar por ésta técnica
son los amplificados de las regiones espaciado;as del ADN
extraido a partir de las bacterias asociadas a# sistema de
biolixiviacidén. A partir de esto se pueden deéectar otros
inconvenientes adicionales. Las regiones espacia%oras que se
van a amplificar van a ser aquellas que sean caéaces de ser

|
reconocidas por los partidores empleados. Por otra parte, si

bien los partidores son capaces de reconocer dos regiones
espaciadoras pertenecientes a dos microorganismo% distintos,
no necesariamente lo van a hacer con la misma eéiciencia.
Para minimizar los problemas anteriormente: citados se
utilizaron partidores sintetizados a partir de| secuencias
altamente conservadas entre las bacterias (29), [los que van
a reconocer regiones espaciadoras de un gran! namero de
bacterias y probablemente con eficiencias de %pareamiento
|
similares. En todo caso, lo tinico que nos dice cqn seguridad
la presencia de un patrén de amplificados determigado, es gque
las cepas a las cuales pertenecen esos amplificados se

1
encuentran presentes en el sistema de biolixiviac$6n, pero no

necesariamente va a reflejar fielmente la diversidad y ntmero
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de bacterias originalmente presentes en la pobla:u:ién.

Al aplicar el método originalmente propuest:é: por Jensen
y colaboradores (29) para la identificacién de bacterias,
éste parece ser adecuado para determinar la compl:ej idad de la
poblacién bacteriana en un sistema de biolixiviacidn. Sin
embargo, debido al polimorfismo de los espaciaidores entre
aislados de T. ferrooxidans, este método no permiite una clara
distincién entre aislados de T. ferrooxic:i‘ans y T.
thiooxidans, ya que hay aislados de T. ferrocoxidans que dan
un amplificado de tamafio muy similar al obtenido con la

mayoria de los aislados de T. thicoxidans. Una adecuada

caracterizacidn de los aislados conteniendo un espaciador en

particular, puede ser hecha secuenciando parte del ARNr 16S

|
cercano al espaciador luego de amplificar estas ciios regiones

juntas. Queda por definirse si el polimorfi:smo de las

. . . s 1
regiones espaciadoras intergénicas entre los ARNr 16S y 23S,
|

obgervado en los aislados de T. ferrooxidans,| refleja la
I
heterogeneidad genética de la regidén analizada en estos

aislados, o se debe a la existencia de bacterias
|

genéticamente muy distintas dentro de esta especie, como
l

consecuencia de una clasificacidn deficiente que :no limita un

taxdén coherente. “

|
. e . 1
Una adecuada clasificacidn es relg:—:vante en

biolixiviacién, ya que algunas propiedades descritas en
algunas pocas cepas de laboratorio populares son :?xtrapoladas

|
para todo el grupo y considerado para el disefilo de los
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procesos. La homogeneidad de tamafio de l%s regiones

|
. cs s | -
espaciadoras entre las cepas inicialmente comparadas, podria

i
explicarse por la seleccién de un grupo parti%ular de T.
ferrooxidans por el método cominmente empleado, q%e involucra
cultivo en un medio semisdlido de agarosa. |

Asumiendo que las regiones espaciadoras de las bacterias
presentes en el sistema de biolixiviacién son émplificadas
con la misma eficiencia, se puede concluir que diferentes
especies bacterianas llegan a ser predominantes eh diferentes
condiciones del sistema de biolixiviacién, sin! alterar 1la
eficiencia de la extracecidén de cobre (90% de cobrg extraido).

De acuerdo a los amplificados observados, %os aislados
de T. ferrooxidans fueron las bacterias prevaleﬁtes a altas
concentraciones de Fe(II). A bajas concentraciones de Fe(II)

|

(sin adicién de Fe(II} a la solucién de 1ixi§iaci6n, la
concentracidén de Fe(II) en el efluente fue alrededor de 0,5

gramos/litro) T. thiocoxidans y L. ferrcoxidans| fueron las

especies bacterianas prevalentes.

La identificacién de las bacterias fue confirmada por las
i

secuencias de sus ARNr 16S. Sin embargo, la alta similitud de
i

secuencia entre los ARNr 16S de T. thiooxidans y T.

ferrooxidans (19,35) y la existencia de algunosiaislados de

. . . |-
T. [ferrooxidans con regiones espaciadoras méds largas,
|
similares a las observadas en T. thicoxidans (Tabla 5) no
|

permite una discriminacién concluyente entre| estas dos

especies. La distincidn definitiva se basé en su capacidad
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para crecer en medio con Fe(II) v/& azufre eleméntal.

El potencial de biolixiviacidn de la.poblaci6£ conformada

por T. thiooxidans y L. ferrooxidans se demo%tré por la
|

recuperacién de wmds del 90% del cobre en 1a§ respectiva
1

i
columma. :

ot s . . | s
Lixiviacidn a bajas concentraciones de Fe(II)151n embargo
|

no ocurren en las plantas de biolixiviacién de cobre. En
|

estas plantas las soluciones de lixiviacidn contienen

concentraciones de Fe(lIl} usualmente mas altqs de 2 a 3
n
gramos Fe(II)/litro (9,48). La poblacidén bacter%ana como la

observada con la lixiviacidn a 5 gramos F%(II)/litro,

consistente principalmente de T. ferrooxidansi es lo mas

probable de encontrar en planta. Sin embargo, las|condiciones
|

tan diferentes que prevalecen en las plantas de produccidn
]
|
con respecto a nuestras condiciones experimentales; en
|
l

tales como los que se pueden arrastrar luego del!tratamiento
1

temperatura, sales disueltas y otros posibles compuestos

de extraccidén por solvente, podria sin embargo,iseleccionar
t
una poblacidén bacteriana muy diferente. Qtro factor
importante que contribuye a determinar la compo%icién final
de la poblacidén bacteriana en experimentos y pﬁantas es la
colonizacidn resultante del indéculo natural o con%rolado. Por
estas razones no es posible llegar a conclusionés generales
con respecto a la composicidn de la poblacidn éacteriana Y
nuestros resultados deberian ser considerados qélidos solo

1
para nuestras condiciones particulares. Por elqo, se haria
|
I
|
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necesario determinar la poblacién bacteriana en cada proceso

industrial en particular.

SV N ¢ [ ——

Por otra parte, al cultivar en medioc sintético con Fe(II)
las muestras obtenidas a partir de la% columnas
experimentales o de una planta industrial de lixiviacién, se
observd una fuerte seleccién de la poblacién. |

Las Dbacterias seleccionadas fueron cargcterizadas
genotipicamente, por el tamafio de las regiones espaciadoras
Y por secuenciamiento directo del gen del ARNr 16S obtenido
a partir de la amplificacién por PCR. !

Nuestros resultados indicaron que bacterias q&e conforman
una proporcidén minoritaria de la poblacién, pueden llegar a
ser prevalentes luego de cultivarlas en un medio suplementado
con Fe(II). Por otro lado, el cultivo en un! medio que
contiene el mismo mineral como fuente de energia, parece
permitir el crecimiento de la mayoria de las bacterias
observadas en la muestra original.

El cultivo en Fe(II), selecciond de acuer&o a varios

parametros, bacterias clasificadas como T. ferrooxidans, ésto

incluyd el andlisis de la secuencia nucleotidica Fel gen del

ARNr 16S y varias caracteristicas fenotipicas. Lé seleccidn

de los aislados de T. ferrooxidans a partir de una%muestra en
1

la cual originalmente no se detectaban, ya que la% bacterias

prevalentes eran 7. thicoxidans y L. ferrooxidan%, muestra

claramente el efecto altamente selectivo del %ultivo. La

ausencia de crecimiento de I. ferrooxidans en el éultivo con

i
]
;
i
|
]
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Fe(IIl) es dificil de explicar. Sin embargo, esta observacidn
sugiere que en condiciones de biolixiviacidn las bacterias de
este grupo pueden ser mas comunes de lo gue ha s%do estimado
por andlisis en cultivo. ‘

Un bajo valor de Ks para el Fe(II), junto con la
inhibicién del crecimiento a altas concentracioneé de Fe(II},
como las empleadas para el cultivo, explicaria lafbrevalencia
de L. ferrooxidans a bajas concentraciones de Fe(Il) y su
desaparicién luego del cultivo. Norris y colaboradores (42)
han informado un valor de Ks para Fe(II) en Leétospirillum
spp., bastante menor que el de T. ferrooxidans.

La heterogeneidad genética de T. ferrooxidans ha sido
descrita previamente (19,21,22,24,35), aungque lo% resultados
obtenidos por hibridacién de ADN merecen serios reparos por
la metodologia utilizada. La determinacidn del polimorfismo
de las regiones espaciadoras intergénicas entre los ARNr 168
y 23S de distintos aislados de T. ferrooxidans, también ha
permitido determinar la existencia de variabilidad genética
dentro de esta especie, que podria traducirse en ﬁmportantes
diferencias fenotipicas entre las cepas y quizds; también en
su actividad lixiviante. Estas potenciales hiferencias
fenotipicas pueden haber pasado desapercibidas, debido al
escaso ndmero de propiedades fisioldgicas usadas para

describir estas bacterias litotrdficas.

El aislamiento de OP1, OP4 y PA-15, aumenta afin mas la

heterogeneidad genética de esta especie. Las c¢epas OPl y
}




113

. . . c |
OP4, que contienen una regidn espaciadora mas grande que

todos los aislados de T. ferrooxidans analizados y que fueron
incapaces de formar colonias en un medio sdélido de agarosa,
podrian tener propiedades fenotipicas particulareg. De hecho,
estos dos aislados no habrian sido detectados por plaqueo o |
bien, esta incapacidad para formar colonias pédria haber

desalentado estudios adicionales. Ambos aislados %in embargo,

|

son aparentemente muy similares por andlisis de la secuencia

i

del ARNr 16S, a otros aislados ya descritos, encpntrados en
regiones muy distantes. }

Particularmente interesante parecen aquella$ bacterias

!
capaces de crecer en minerales pero no en [Fe(II). La

1
metodologia descrita nos permite seguir su crecimiento y
|

posteriormente diseflar condiciones de cultivo apropiadas para

su aislamiento y caracterizacidn.

3. Implicancia de 1los resultados en la

industrial.
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Los resultados obtenidos indican que en el mineral
|

lixiviado, ademéds de T. ferrooxidans, se detecta ﬂa presencia
|

de otras bacterias creciendo en el mineral, llas cuales
podrian ser tan o mids importantes que T. ferroox#dans en la
biolixiviacién de cobre a partir de sulfuros secu&darios, ya
gue en condiciones de bajas concentraciones de FE{II) en la
solucidn lixiviante, pese a mantenerse los mismos :porcentajes

}
de recuperacidén de cobre, las bacterias prevalentes bajo

I
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estas condiciones fueron T. thiooxidans y L. fer%ooxidans.
Otra conclusién que emerge de este trabajo,; utilizando
las regiones espaciadoras para detectar a 1? bacterias

presentes en el sistema , es la heterogeneidad génotipica de

1

los aislados de T. ferrooxidans detectados en los!sistemas de

i
biolixiviacién, confirmando los estudios llevados a cabo por
hibridacién de ADN y por similitud de secuencia d?l ARNr 168,
que va habian dado cuenta de la existencia de hetFrogeneidad

|
genotipica entre distintos aislados de los cuales|se disponia

en ese momento (21,22,24,35).

En las columnas de mineral regadas con la solucién
lixiviante, suplementada con 5 g/l de Fe(II), se %ncontré que
una de las variedades de T. ferrooxidans que creﬁia unido al
mineral, tenia una regidn espaciadora que daba un_Fmplificado
del mismo tamafio que las cepas del grupo 3é segin la
clasificacién de Harrison y c¢olaboradores (21,24). Las
bacterias pertenecientes a este grupo, son las b%cterias que
se utilizan preferentemente en los estudios de 1hboratorio,
ya que crecen eficientemente en medio liquido; so% facilmente
aisladas en medio sdlido, formando grandes éolonias en
agarosa, etc. Dentro de este grupo, tenemos por ejemplo, ala
cepa ATCC 19859, ampliamente utilizada en lés trabajos
publicados en la literatura internacional. |

La otra variedad de T. ferrooxidans que crece{asociado al

mineral lixiviado con 5 g/l de Fe(IIl) y que resplta ser el

tnico detectado en el mineral lixiviado con 1 g/ﬁ de Fe(II),

|
|
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denominado por nosotros PA-15 luego de clonérlo por 3
plagqueos consecutivos en un medio sdélido cén agarosa,
presenta un amplificado de la regidn espaciadorg 10 pb mas
pequefic que la que presentan algunas cepas de} grupo 3a.
Ademas, al secuenciar su ARNr 16S, se de%erminé que
perteneceria al grupo 4 de hibridacidén de ADN, ﬁa que PA-15
comparte identidad de secuencia con Ph en! la regidn
discriminadora del ARNr 165, reportada por! Goebel &
Stackebrandt (19) . Esto se vid apoyado por el hecho de que
este T. ferrooxidans, presenta ciertas cara%teristicas
fenotipicas distintas a las compartidas pér los T.
ferrooxidans del grupc 3a, que podrian ser ind%cadores de
diferencias fenotipicas importantes a niv%l de 1la
biolixiviacidn entre estas dos variedades de T. férrooxidans,
que podrian explicar el por qué se encuentra estaivariedad de
T. ferrooxidans y no el de la variedad 3a, bajo %ondiciones
de menor concentracién de Fe(II) en la solucién hixiviante.
Asi por ejemplo, el aislado PA-15 si bien es cap%z de formar
colonias en medio sflido, lo hace con menor efic%encia, las
colonias formadas son mds pequefias y su cinética ie formacidn
de colonias es mds lenta. Para conocer el p%r qué las
distintas condiciones de lixiviacién det%rminan la
prevalencia de distintas variedades de T. ferro;xidans, sa
hace imprescindible a futuro, conocer de mejoﬁ manera la
I
fisiologia de estas distintas variedades de T. fe?fooxidans.

Al analizar los aislados de T. ferrooxidans p?esentes en

|
|
]
]
!
i
i
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el efluente obtenido de la planta industrial luego de

|
cultivarlos en un medio con Fe(II}), se obtuvieron dos

aiglados, con los amplificados de la regién espac%adora de un
tamafio mayor que los obtenidos para los aisladds del grupo
3a. Al secuenciar el ARNr 16S de uno de estos aislados, el
OP4, se obtuvo identidad de secuencia en | la regidn
discriminatoria (19) con el aislado Lp, un aislado de T.
ferrooxidans clasificado por hibridacién de ADN ien el grupo

2. Este aislado también presenta caracteristicas |[fenotipicas

distintas a los T. ferrooxidans del grupo 3a, |como es el

hecho de no crecer en medio sdlido, ni Pajo altas
concentraciones de Fe(II). |

De acuerdo a lo observado, podria ocurrir, que estas
diferencias genotipicas y fenotipicas que se encuentran entre
los distintos aislados de T. ferrooxidans, podrian traducirse
en diferencias en sus capacidades lixiviantes. S% asi fuera,

. L . 2 .
distintas condiciones de produccién, como podria ser por

ejemplo, diferentes concentraciones de Fe(II) en la solucién

lixiviante, permitirian el crecimiento de algunas de estas

variedades y no de otras, sin que necesarigmente las

|
variedades que puedan crecer sean las que 1%xivien mas

eficientemente el mineral. Ya que es posible quelbajo otras

|
condiciones del medio lixiviante, crezcan otras variedades de
|
T. ferrooxidans que van a ser capaces de lixiviar més
eficientemente el mineral. Todo esto implic?, que no

. - . I
solamente es importante saber qué especie bacteriana es la
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prevalente en un sistema determinado, sino que también dentro

. - .
de una especie, qué variedad es la que se encuentra presente.
|
= . |
Esto es asi al menos en el caso de T. ferrooxidans, ya que es

una especie que agrupa a cepas muy diversas, ta?to desde el

. o o L.
punto de vista genotipico como fenotipico, constituyendo un
3
taxén muy poco coherente.

l s
Todos estos resultados nos llevan a pensar |que si bien
|

» * I * + H Ll
todas las bacterias presentes en el sistema de %1x1v1a01on,
|

generales similares, tales como acidez, temperatura,

estan adaptadas a crecer y multiplicarse bajo ,condiciones

presencia de metales pesados, etc; los distintosiaislados de
T. ferrooxidans y de otras especies bacterianas deben
presentar ciertas diferencias fenotipicas entre!ellos, que
explicarian la prevalencia de un tipo particularidependiendo
de las caracteristicas del sistema lixiviapte. Estas
diferencias eventualmente podrian ser muy impoﬁtantes para
el proceso de biolixiviacién, vya que dependi%ndo de las
condiciones del sistema (tipo de mineral, fuentelde energia,
concentracion de sales, etc), va a ser 1la esbecie y la
variedad intraespecie que van a ser capaz de %ixiviar el
mineral, lo que podria determinar condiciones deimanejo del
proceso muy diferentes a las establecidas tradic&onalmente.

Por otra parte, si las condiciones de lix%viacién se

. [
mantuvieran constantes, comc lo que ocurre en lgs columnas

|
experimentales, se debiera esperar 1la selecc%én de una
|

+ ol

variedad particular de T. ferrooxidans, situa01oP que se da
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por ejemplo al lixiviar el mineral con una %olucién no

suplementada con Fe(II}, en que no se de%ecta el T.

ferrooxidans del grupo 3a y s6lo crecid el deligrupo 2, lo

I
que ademds arroja interrogantes sobre el potencial lixiviante
|

. .
de los T. ferrooxidans del grupo 3a, en ausencia de Fe(II) en

la solucidn lixiviante.

Los resultados obtenidos indican que no basta con

estudiar y conocer la fisiologia y el crecimiento de T.
ferrooxidans como un microorganismo independient?, ya que el
crecimiento de esta bacteria sobre el mineral l#xiviado, en
condiciones naturales como las probadas en esteitrabajo, no
depende sb6lo de sus caracteristicas individuales éotenciales,
sino de las condiciones particulares del ecosi%tema en el
cual se encuentre. Asi por ejemplo, no es sufic%ente que T.
ferrooxidans tenga un sustrato sélido, que le sir%a de fuente
de energia, para que la bacteria prolifere, sino ?ue para que
ello ocurra, dependera de las condiciones fisicaé Yy gquimicas

!
del medio lixiviante, pese a tener el potencial|de que asi

sea. Por ello es que si bien, en nuestra experiencia, hubo

sulfuros presentes en el mineral en todas las isituaciones
|

probadas, s6lo en presencia de Fe(II) soluble la ﬁoblacién de

T. ferrooxidans se hizo prevalente.

Ahora sabemos, que si bien T. ferrooxid?ns es una

. ' : e v o
bacteria importante en el sistema de lixiviacién, no es la

Gnica, y bajo ciertas condiciones de lixiviacién, {al menos en

prevalencia, no es la mas importante. Esto debierﬁ cambiar el
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enfoque de los estudios que se 1llevan cabo en la
optimizacidén de los procesos industriales que utilizan la
biolixiviacidn para la solubilizacién del cobre unido a
sulfuros, abriendo un campo enorme en el estudio de 1la

microbiologia de un sistema lixiviante.

Esto es asi, porque hasta el momento, al supo?erse que T.
ferrooxidans era si no la tnica, la bacteria mé% importante
que se encontraba presente en un sistema de bioﬂixiviacién,
la mayoria de los estudios microbioclégicos, bioquimicos, de
simulacidn de modelos, de optimizacidn de condiciones en las
plantas industriales, etc, se llevan cabo utilizando a T.

ferrooxidans como el sistema a optimizar.

En esta tesis se ha demostrado que la comPOﬁicién de la
poblacidén bacteriana presente en un mineral lixﬂviado, va a
ser dependiente de las condiciones del §istema de
biolixiviacidn y por lo tanto dependiendo de lasicondiciones
de operacién de una planta, podria ser la e%pecie c la
|

Esto significa que no es posible definir la existencia de

variedad intraespecie prevalente.

una poblacidén bacteriana tipo para todos los sistemas de

biolixiviacidn. El tipo y composicién del | mineral a

lixiviar, la poblacidn bacteriana presente en|el indculo
I

inicial, 1la concentracién de sales en 1la éolucién de

lixiviacidén, entre otras variables del proceso, van a

determinar una poblacién bacteriana particular para cada

proceso de biolixiviacién. Por lo tanto, como un proceso de
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biolixiviacién eficiente pasa necesariamente por 1la
optimizacidn del crecimiento de la poblacidn bacteériana en el
mineral, es imprescindible como paso previo, la determinacidn
de la poblacién bacteriana que crece en el |sistema de
biolixiviacién y los cambios que ésta experimenta frente a
nuevas condiciones del medio lixiviante, 1o [que podria
determinar nuevas condiciones del proceso de acuerdo a la
nueva composicién de la poblacién.

Controlar 1la poblacidén presente en un gistema de

biolixiviacidén es dificil, ya gue hay variables [del sistema

gque no pueden controlarse o gque son dificiles de hacerlo,
como puede ser el tipo de mineral, la temperatura ambiental,
concentracién de sales de la solucidn lixiviante, etc., pero
indudablemente hay variables que si pueden ser reguladas
externamente y gque podrian servir para controlar a la
poblacién existente en el sistema de biolixivi?cién, como
podria ser la presencia de una fuente de energka soluble,
bacterias presentes en el inéculo, pH de éa solucidn
lixiviante, etc. El punto es que controlar la pobiacién de un
sistema de Dbiolixiviacidén, necesita de un conocimiento

|
profundo del sistema, tanto desde el punto de vﬁsta de las

bacterias importantes para el proceso, como de l;s variables
del medio ¢que van a optimizar el crecimientc de estas
bacterias.

La técnica de amplificacidn de las regiones espaciadoras

entre los genes de los ARNr 16S y 23S, Gtil en la deteccidn
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de las bacterias presentes en el sistema de biollixiviacién,

es el primer paso a este respecto. Posteriormente deben venir

otros, tales como: a) encontrar las condiciones que permitan

|

cultivar in wvitro a las distintas bacterias del}sistema, b)

caracterizar figiolbgicamente las distintas| bacterias

aisladas, con énfasis en aquellas caracteristicas}importantes
en biolixiviacidén, <¢) determinar la{s) bacteria(s) que
lixivien eficientemente un determinadc mineral vy las
condiciones en las cuales esto ocurre y, d) desarrollar un
proceso industrial que permita controlar eficientemente los
parametros mas importantes del proceso, etapa en |[la cual, el
control de la poblacidn seria determinante en la obtencidn de

un proceso eficiente.

Finalmente, es pertinente recordar que si bien en este
trabajo se encontraron cierto tipo de bacterias, que
eventualmente serian importantes en el Rproceso de
biolixiviacién de cobre, podrian existir quCh%S méds. De

acuerdo al disefio de este trabajo, los Gnicos microorganismos

|
capaces de ser detectados, son las eubacterias,'ya que los

partidores utilizados en 1la deteccidn de l%s regiones

espaciadoras tienen esta especificidad. No podemos descartar
|

a priori la presencia de otros tipos de microorganismos, como

por ejemplo de arqueae, las cuales no s6lo se encuentran en

|

situaciones extremas (solfataras, geisers, etc), como se
pensaba hasta no hace mucho, sino gue son muy‘abundantes

tambien en ambientes mds tradicionales, como por| ejemplo en

_|
]
l
|
|




los océanos de nuestro planeta (11). También, p

|
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Lr raro que
|

ello parezca, microorganismos, como los hongos, sé detectaron
l

en gran nimero en las soluciones efluentes, con ﬁHs cercanos

a 1,0. Aungue es dificil de imaginar hongos creéiendo en un

sistema como éste, pensando en las fuentes de carbono y

nitrégeno 'que estarian utilizando.
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CONCLUSIONES

- La adsorcidn irreversible inicial de T. ferrooxidans al
azufre, en condiciones en las cuales este sustrato constituye
su tUnica fuente de energia, es de tipo no/| covalente,
hidrofdébica y no requiere de un metabolismo bacteriano activeo

para establecerse.

- La posicién relativa de la superficie de ‘azufre con
respecto a la fuerza de gravedad influye en la adsorcidn de

T. ferrooxidans.

- Las bacterias que crecen sobre el azufre se! encuentran

unidas apicalmente a la superficie, formando unaj monocapa.

- Las bacterias que crecen en zonas de la superficie que
f

enfrentan la fuerza de gravedad y que se hayan protegidas del

flujo de liquido percolante (grietas), se van a acumular pero

sin llegar a formar un biofilm.

-~ La mayor parte de las bacterias que se encuentraP creciendo

vt aa - . | .
en las columnas de lixiviacidn estan firmemente unidas al

|

L

mineral lixiviado.

- La metodologia descrita, basada en el método de Jensen y
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colaboradores, si bien no permite una identificacién

I
!
[
!
|
@efinitiva de 1las especies bacterianas, debido a 1la
heterogeneidad de tamafio de las regiones espaciadoras, con
algunas de igual tamafio para T. ferrooxigans y T.
. . . . . | -
thiooxidans, permite sequir los cambios en la COWPlEjldad de

. |,
la poblacién bacteriana que crece en los sistemas de

biolixiviacién y durante el cultivo en el laboratorio.

- Las especies bacterianas prevalentes en un |procesc de

biolixiviacién, dependen fuertemente de las condiciones
fisicas y quimicas del sgistema de 1ixiviaci6%. Asi por
ejemplo, el crecimiento de T. ferrcoxidans en |el mineral
lixiviado, no va a depender sdélo de sus caracteristicas como
especie individual, sino de las condiciones particulares que

tenga el sistema de biolixiviacién en el cual se! encuentre.

- A bajas concentraciones de Fe(II) (<0,5 g/l) en |la solucién

lixiviante, las especies prevalentes en el sistema de
lixiviacién de columnas experimentales fueron T. thiooxidans
Y L. ferrooxidans. Estas dos especies podrian en conjunto

lixiviar eficientemente.

- A altas concentraciones de Fe(II) (>0,5 g/1) en la solucién

lixiviante, las cepas de T. ferrooxidans son las bacterias

. it [0 s
prevalentes en el sistema de lixiviacidn constituido por

|
|
!

nuestras columnas experimentales.
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|
- El cultivo de las bacterias del sistema de biolixiviacién
en medios de cultivo sintéticos, lleva a la seleccién de 1la
poblacidén bacteriana originalmente presente en ellinéculo, lo
gue indica la incapacidad del cultivo para |definir 1la
!
composicidén original de la poblacién de un |sistema de

biolixiviacién.

- Al crecer mineral o efluentes de las soiuciones de
lixiviacién de las columnas experimentales o dé la planta
industrial de la mina de Lo Aguirre, en medios de;cultivo con
Fe(II), se demostrd una fuerte seleccidn, dé acuerdo a
varios parametros, de Dbacterias clasificada? como T.
ferrooxidans (PA15, OPl y OP4), probablemente peﬁtenecientes
a los grupos de hibridacién de ADN 2 y 4, %on algunas
caracteristicas fenotipicas distintas a las cepas

i
tradicionales del grupo de hibridacién de ADN 3a, los mds

estudiados en los laboratorios, lo que da cuenta |[de una alta

heterogeneidad intraespecie entre los aislagos de T.

i

. . . ot . .«
ferrooxidans presentes en los sistemas de biolixiviacién.

- Al crecer mineral o efluentes de las soluciones de
lixiviacién de las columnas experimentales, en medios de

cultivo gque contienen el mismo mineral como| fuente de

energia, se obtiene el crecimiento de la mayoria de 1las
1

bacterias observadas en la muestra original,| lo que no

ocurre cuando la fuente de energia es Fe(II), 'en que los
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aislados bacterianos detectados pertenecen a 1a§especie T.
|
ferrooxidans, lo que da cuenta de la importancia ?e la fuente

- L) L] L] LI 1 L
de energia disponible en la composicidén de la poblacién.
\
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