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RESUMEN

El rdpido aumento de la demanda de aparatos tecnolégicos portatiles genera una alta
produccién de baterias para estos dispositivos, donde las baterias mas comunmente
utilizadas son las de 6xido de litio cobalto (LCO), compuesto muy dificil de reciclar
debido a su toxicidad e insolubilidad en agua. Para recuperar los metales de este
compuesto se usa lixiviacion, proceso que consta de aplicar temperaturas de mas de
100 °C y soluciones acidas (pH < 2) o complejas mezclas eutécticas. En este sentido,
la lixiviacion con microorganismos (o biolixiviacion) se posiciona como una alternativa
viable para disminuir tanto las temperaturas requeridas como los desechos &cidos. Al
utilizar microorganismos acidoéfilos se han reportado biolixiviaciones que recuperan una
concentracion de litio entre 16 y 25 mM a una temperatura de 30 °C en 40 dias, pero se
utilizan soluciones de pH entre 2 y 3. En este trabajo se utiliz6 una bacteria resistente a
Li, Co y LCO del género Pseudomonas aislada desde el salar de litio de Atacama para
obtener los metales presentes en LCO. Se obtuvo una concentracion de litio en solucién
de aproximadamente 12 mM a una temperatura de 28 °C y pH 7 en un tiempo de 28
dias. También se evaluaron mecanismos que puedan estar contribuyendo a esta
solubilizacién, encontrando una alta tasa de produccién de biopelicula y producciéon de
tensoactivos (biosurfactantes). En conclusion, esta investigacibn muestra por primera
vez una bacteria mesofila de origen desértico capaz de solubilizar litio desde LCO, por
lo que abre la posibilidad a una basqueda ambiental de microorganismos lixiviantes de
este compuesto, capaces de llevar a cabo este proceso condiciones de pH neutro y
temperatura ambiente. En este sentido, el entendimiento de los mecanismos de
solubilizacién es crucial para potenciar el proceso y lograr una competitividad con las

técnicas actuales solucionando los problemas ambientales asociados a la industria.



ABSTRACT

The rapid increment in the demand of portable technological devices has strongly
increased the necessity for batteries, being lithium cobalt oxide (LCO) based batteries
the most commonly used to date. LCO is a compound very difficult to recycle due to its
toxicity and water insolubility. To recover the metal elements from this compound, it is
necessary to process it via leaching, a method involving temperatures above 100 ° C
and acid solutions (pH < 2), or the use of complex eutectic mixtures. In this sense,
leaching with microorganisms (or bioleaching) has been proposed as a viable alternative
to lower both, the required temperatures and acid waste. When using acidophilic
microorganisms for bioleaching, it has been reported a recovery of lithium near 16 - 25
mM after 40 days at 30 ° C and pH 2-3. In the present work, a lithium, cobalt and LCO
resistant bacterium of the Pseudomonas genus isolated from the Atacama lithium salt
flat was used to obtain the metals present in LCO. A lithium concentration near 12 mM
was obtained after 28 days at 28 ° C and pH 7. Mechanisms that may be contributing to
this solubilization were also evaluated, finding a high rate of biofilm production and
surfactants (biosurfactants). In conclusion, this research shows for the first time the use
of a mesophilic bacterium from a desertic environment in the lithium solubilization from
LCO, thus opening the possibility of an environmental search for microorganisms that
leach this compound at neutral pH and ambient temperature. In this sense,
understanding the solubilization mechanisms is crucial to enhance the process and
achieve competitiveness with current techniques, solving the environmental problems

associated with the LCO leaching industry.



INTRODUCCION

1.1 Baterias de litio

El r4pido avance de la tecnologia ha hecho que los dispositivos tecnoldgicos portatiles,
como celulares, computadoras y cdmaras, entre otros, sean cada vez mas populares.
Actualmente, todos estos dispositivos funcionan en base a baterias de 6xidos de litio
(Li-ion), siendo las més populares las que estan compuestas especificamente de oxido
de litio-cobalto (LCO) (Fergus, 2010) debido a la alta densidad energética (relacion
capacidad energética/peso), baja necesidad de mantencion y seguridad para los
consumidores (Qiao y Wei, 2012). Sin embargo, la desventaja mas significativa que se
ha identificado desde su popularizacién en el mercado de los dispositivos portétiles de
uso no-industrial, es su reducida vida util en cuanto a los ciclos de carga y descarga
(Bhanvase y Pawade, 2018). Esto trae como consecuencia que cada afio se desechen
miles de toneladas de baterias de Li-ion gastadas. En este momento no hay paises que
cuantifiquen la cantidad de baterias de Li-ion que se desechan en sus mercados, pero
China ha proyectado una cantidad de desechos de alrededor de 500.000 toneladas de
baterias gastadas durante el 2020 sélo en su pais (Zeng y col., 2014). Dado que la gran
mayoria de las baterias de Li-ion contienen aleaciones con metales téxicos como el
cobalto, y en menor medida el manganeso, es necesario tratar adecuadamente estos

desechos.

Es por esto que se han buscado distintas alternativas para reciclar las baterias de Li-
ion. Este proceso no parte desde cero, pues desde hace décadas que paises como
Estados Unidos reciclan sobre el 90% de las baterias de acido-plomo (Gaines, 2014), y

por tanto se puede asumir que, aunque las baterias de Li-ion no son parte de este



proceso de reciclaje actualmente, el mercado ya cuenta con los recursos logisticos para
el eventual manejo y transporte de estas baterias. El desafio cientifico mas urgente en
este aspecto consiste en buscar estrategias para reciclar eficientemente los
componentes de las baterias de Li-ion. Todas estas baterias tienen cubiertas de
aluminio y cobre, y &nodos de litio, los cuales cuentan con procesos de reciclaje simples
y poco costosos, pues se utilizan en estado metalico, y como tales se pueden someter
a tratamientos térmicos para su reciclaje y posterior aplicacion en otros procesos. Por
otro lado, el litio de los catodos de estas baterias se encuentra como una sal ternaria,
en el caso de las baterias de LCO, como LiCoO, lo que transforma al catodo en uno de
los componentes mas dificiles de reciclar, pues no basta solo con tratamientos térmicos
para recuperar los elementos (Zhang y col., 2013). Es por esto que, Ultimamente, se ha
vuelto necesario desarrollar métodos eficientes, baratos y ambientalmente amigables
para reciclar este componente, aunque el incentivo para reciclar se ve altamente
deteriorado por la dificultad técnica y los costos ambientales asociados, debido
principalmente a la alta toxicidad del LCO vy su insolubilidad en agua (Bozich y col.,

2017).

El proceso de reciclaje de baterias de LCO incluye una serie de actividades desde la
separacion de los materiales hasta la recuperacion de los compuestos utiles (Murillo,
2016). Lo que se explora en este trabajo y en los citados a continuacién son estrategias

especificamente para el proceso de solubilizacién del LCO.

1.2 Estrategias de solubilizacion

El reciclaje de LCO se realiza a través de un proceso llamado lixiviacion, el cual consiste

en solubilizar los metales de este compuesto a través de diferentes estrategias, los



cuales quedan en estado i6nico disponibles para ser utilizados en otras reacciones y
procesos. Las estrategias se pueden clasificar a grandes rasgos en quimicas y

biolégicas.

Las estrategias quimicas de lixiviacion son las que mejores rendimientos obtienen,
logrando eficiencias de hasta un 99% de recuperacién de la masa original del litio en
cuestion de horas, pero tienen la gran desventaja de ser contaminantes debido al uso
de acidos corrosivos y utilizacién de temperaturas sobre 200 °C (Zhang y col., 2013). El
método quimico de lixiviaciébn con menor impacto ambiental desarrollado hasta la fecha
no utiliza &cidos, sino que incluye una mezcla compleja de solventes eutécticos, donde
la temperatura mas baja utilizada es de 160°C, con una concentracién de LCO de un
2% (m/v) y obteniendo una recuperacion de litio de alrededor de un 50% (Tran y col.,

2019).

Por otro lado, las estrategias bioldgicas de lixiviacion (biolixiviacién) se presentan como
alternativas ambientalmente amigables, reduciendo las temperaturas utilizadas por
debajo de los 100 °C. Por ejemplo, se han reportado métodos hibridos que utilizan acido
citrico 1M y extractos biol6gicos (por lo que no incluyen células vivas) que son capaces
de recuperar el 99% del litio en 2 horas a una temperatura de 60 °C. Sin embargo, se
mantiene el problema de la generacion de desechos acidos (pH 3 o inferior) y la
necesidad de mantener la temperatura varias decenas de grados por sobre la

temperatura ambiente (Cheny col., 2015).

En cuanto a los métodos biolixiviantes que utilizan microorganismos vivos (y no
solamente extractos), se ha logrado acercar significativamente la temperatura del

proceso a la temperatura ambiente, sin embargo, al ser procesos bioldgicos, el tiempo



en el que se logran solubilizar los componentes aumenta dramaticamente. Se ha
reportado que microorganismos como Aspergillus niger y Acidithiobacillus ferrooxidans
son capaces de utilizar una temperatura de 30°C en un tiempo de 40 dias. Si bien esto
reduce el costo energético, ambos microorganismos necesitan una solucion de pH entre
2 y 3, para lograr una eficiencia de lixiviacién de entre un 66 y un 99%, por lo que aun

se generan desechos acidos (Biswal y col., 2018).

Es por esto que los agentes biolégicos han demostrado ser una buena alternativa en
términos de costos energéticos y ambientales. Sin embargo, ninguno de los trabajos
previos utiliza concentraciones de LCO sobre el 0,8% (m/v) para realizar el proceso,
pues, este compuesto es altamente téxico para la mayoria de los microorganismos. De
hecho, se ha reportado que después de un proceso de presion selectiva, se ha logrado
adaptar a A. niger para sobrevivir a concentraciones de hasta un 1% (m/v) de LCO
(Bahaloo-Horeh y col., 2018). También se han reportado intentos por solucionar este
problema generando sistemas de instrumentacion que permiten utilizar a los
microorganismos Vvivos, pero sin que entren en contacto directo con el LCO
(biolixiviacion indirecta), logrando como maximo un rendimiento del 50% con A.

ferrooxidans y A. thiooxidans, generando desechos de pH 1.8 (Boxall y col., 2018).

1.3 Utilizacién de microorganismos ambientales

Si bien los microorganismos aciddéfilos han mostrado un gran potencial para biolixiviar el
LCO, sus extremas condiciones de cultivo afiaden dificultad al proceso, por lo que
también se han buscado otro tipo de microorganismos para llevar a cabo esta tarea. Se
ha reportado una estrategia de biolixiviacion de LCO que no emplea &acidos ni

microorganismos acidofilos, en la cual se utilizaron muestras ambientales extraidas



desde vertederos (Hartono y col., 2017). Esta técnica ha logrado reportar lixiviaciones
de litio con un rendimiento de un 12% con una concentracion de LCO de 0,4% (m/v), y
aungue ni el rendimiento ni la tolerancia a LCO son particularmente destacables, es el
anico trabajo que ha reportado biolixiviaciones no acidas y a temperatura ambiente, por
lo que abre el camino a explorar el uso de bacterias ambientales aisladas desde otros
nichos. En el trabajo anteriormente citado también se muestra un esfuerzo por
caracterizar la relacion del LCO con el factor bibtico, obteniendo fotografias de
microscopia electrénica de transmision (TEM) que muestran microorganismos

adheridos a los cristales de LCO.

Con estos antecedentes, en este seminario de titulo se plantea evaluar el rendimiento
de una biolixiviacion no acida a temperatura ambiente de LCO con un microorganismo
aislado desde el salar de litio de Atacama, en Chile, que se encuentra a 2.200 metros
sobre el nivel del mar y contiene concentraciones de litio en un rango entre 500 y 3000
mg/L (Troncoso y col., 2013). Para este trabajo se utilizara un aislado que después de
ensayos preliminares ha reportado ser capaz de sobrevivir a concentraciones de mas
de 1% (m/v) de LCO. Este microorganismo pertenece a una cepa ambiental del género
Pseudomonas bautizada como Pseudomonas rhodesiae D1N5.1 y ha mostrado
capacidad de solubilizar diferentes sales ternarias de litio en ensayos no cuantitativos

(Bruna, 2017).

Con base en estos antecedentes se plantea la posibilidad de utilizar al aislado P. DIN5.1
para biorrecuperar litio desde el compuesto Oxido de litio-cobalto a temperatura
ambiente y pH neutro. Ademas, se evalla la interaccion entre este microorganismo y el
compuesto LCO a través de formacion de biopeliculas y produccion de biosurfactantes.

Los biosurfactantes son moléculas organicas tensoactivas, es decir, capaces de



disminuir la tensién superficial del agua y se ha descrito que los microorganismos
productores de estas sustancias pueden funcionar como biocatalizadores para
transformar distintos metales hacia distintos estados de oxidacion y/o generar complejos

con dichos metales, solubilizandolos (Vigneshwaran y col., 2016).

1.4 Hipotesis

Pseudomonas D1N5.1 aislada de los depdsitos de litio del salar de Atacama tolera altas

concentraciones de LCO y solubiliza el litio a 28 °C y pH neutro.

1.5 Objetivo general

Evaluar el crecimiento de Pseudomonas D1N5.1 a altas concentraciones de la sal LCO

y su capacidad de solubilizarla a pH neutro y 28 °C.

1.6 Objetivos especificos

1. Determinar condiciones Optimas de pH y temperatura para el crecimiento de

Pseudomonas D1N5.1.

2. Determinar la tolerancia de Pseudomonas D1N5.1 a LCO.
3. Cuantificar la solubilizacion de LCO en cultivos con Pseudomonas D1N5.1
4. Analizar la formacién de biopelicula y produccién de biosurfactantes como

mecanismos de solubilizaciéon de LCO.



MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de medios

Para todos los experimentos de crecimiento y solubilizacion de litio se utilizé medio M63
segun descrito por Van der Ploeg y col.,, 1996. Las sales M63 10X se preparan
afiadiendo 17,6 g de NH4Cl y 87,1 g de KH,PO4 en 1 L de H0, para luego ajustar el pH

a 7 con hidroxido de sodio y autoclavar. Para preparar 1 litro de medio M63 se utilizaron:

- 100 mL de sales M63 10X autoclavadas

- 1 mL de MgCl>*6H.O 1M

- 3 mL de tiamina 0,1M

- 10 mL glucosa 20% (m/v)

- 4 mL de MgS0O4*7H-0

- 882 mL de H.O

Para el conteo de unidades formadoras de colonia se utilizé medio LB sdlido con el

método de siembra de diluciones seriadas.

2.2 Determinacion de condiciones 6ptimas de pH y temperatura

Para todas las condiciones se utilizaron tubos falcon de 15 mL adicionando un volumen
de 7,5 mL de medio M63, y un in6culo 1:100 de un cultivo crecido durante la noche

también en medio M63, por triplicado. Las condiciones de cultivo corresponden a



temperaturas de 9 °C sin agitacién, 28 °C con agitacién (160 rpm) y sin agitacion, 37 °C

con agitacién (160 rpm) y sin agitacion, y 60 °C sin agitacion.

Para los experimentos de variacion de pH se prepararon 4 medios M63 sin glucosa, a
los cuales se les ajusto el pH con acido clorhidrico hasta alcanzar valores de pH igual a
4,5, 6 y 7. Estas soluciones fueron autoclavadas para finalmente agregar la glucosa
filtrada estéril. Los ensayos se realizaron en tubos falcon de 15 mL con 7,5 mL de cada
medio con un in6culo de 1:100 de un cultivo crecido durante la noche, en triplicado, y

fueron crecidos a una temperatura de 28°C con agitacion.

Para cuantificar el crecimiento de Pseudomonas D1N5.1 se midi6 la densidad Optica de
200 pL de los cultivos objetivos en una placa de 96 pocillos de fondo plano y
transparente a una longitud de onda de 600 nm utilizando un lector de multiplacas

Synergy H1.

2.3 Toleranciaa LCO

El 6xido de litio-cobalto empleado en todos los experimentos corresponde al reactivo
comercializado por Sigma-aldrich (CAS Number 12190-79-3). Dada su insolubilidad en
agua, el proceso de esterilizacién de esta sal corresponde a una irradiacién de luz

ultravioleta (UV-C) por 20 minutos.

En el ensayo de comparacion de la tolerancia a LCO entre Pseudomonas D1IN5.1y E.
coli se utilizé medio M63 suplementado con 1% (m/v) de LCO, en un volumen de 7,5 mL
en tubos falcon de 15 mL, inoculando 1:100 (aproximadamente 10° bacterias) de un

cultivo de Pseudomonas D1N5.1 y E. coli crecido durante la noche, en triplicado.



En el ensayo de tolerancia de Pseudomonas D1IN5.1 a concentraciones crecientes de
LCO, cada tubo falcon de 15 mL fue suplementado con 0, 3, 6 y 9% (m/v) de LCO estéril,

en triplicado, inoculando 1:100 de un cultivo de P. D1IN5.1 crecido durante la noche.

La cantidad de células vivas se determindé sembrando diluciones seriadas en placas de

medio LB sélido.

2.4 Tolerancia a cobalto

El ensayo de las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) fue realizado en medio LB,
dada la alta precipitacion de sales que se observé al mezclar el medio M63 con el cloruro

de cobalto.

Para esto se prepararon 2 soluciones stock de LB suplementadas con 200 y 300 pg/mL
de cloruro de cobalto respectivamente. Para obtener las concentraciones de 100 y 150
pug/mL de cloruro de cobalto se diluyeron las soluciones stock a la mitad agregando un
volumen equivalente de medio LB sin cloruro de cobalto. Para obtener las
concentraciones de 50 y 75 pug/mL de cobalto se repitié el proceso de dilucién con las
soluciones de 100y 150 pg/mL de cloruro de cobalto respectivamente. Finalmente, cada
solucién, en triplicado, fue inoculada 1:100 con un cultivo crecido durante la noche de

Pseudomonas D1N5.1, Pseudomonas aeruginosa o E. coli segun cada caso.

El crecimiento bacteriano fue medido segun el protocolo descrito en la seccion 2.2. Para
descartar alguna influencia del cloruro de cobalto sobre las mediciones de absorbancia
a 600 nm se analizé el espectro de absorbancia de una solucién 100 mM de cobalto
(visiblemente coloreada), donde se encontré que su absorbancia no es significativa a

una longitud de onda de 600 nm (ver Anexo figura 1).
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2.5 Andlisis bioinformatico

Para la busqueda de genes de resistencia a cobalto se utilizé una base de datos llamada
BactMet, mantenida por la Universidad de Gothenburg, Suecia, especificamente la de
datos experimentalmente confirmados. Una vez obtenida las secuencias FASTA de
cada gen de interés se procedi6 a utilizar la herramienta basica de alineamiento local de
secuencias aminoacidicas BLASTp, perteneciente al Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) de la Libreria Nacional de
Medicina (NIH, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos, para buscar alineamientos
entre la secuencia FASTA extraida de BacMet y el genoma de la bacteria Pseudomonas

D1NS5.1.

Posteriormente se generd una base de datos propia con los nombres clave de los genes
descritos en la literatura como cruciales para la resistencia a cobalto en
microorganismos resistentes a este metal. Como algunos de estos genes no se
encuentran completamente descritas o0 secuenciadas, se utiliza la herramienta RAST,
también perteneciente al NCBI, para la asignacion de nombres clave a los marcos de
lectura abiertos en el genoma de Pseudomonas D1N5.1. De esta manera se buscan
alineamientos entre las secuencias de la base datos generada y los marcos abiertos de

lectura en el genoma de Pseudomonas D1N5.1 a través de la herramienta BLASTp.

Para el analisis de genes involucrados en produccién de biosurfactantes se utilizo la
base de datos UniProt, perteneciente una alianza entre el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EMBL-EMI) y el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) para encontrar
las secuencias FASTA aminoacidicas de distintos productos génicos asociados a

produccién de biosurfactantes encontrados en la literatura a través de sus nombres
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clave. Las secuencias encontradas fueron sometidas a un alineamiento utilizando la

herramienta bioinformética BLASTp contra el genoma de Pseudomonas D1N5.1.

2.6 Cuantificacion del litio soluble

Este ensayo se realiz6 en 2 condiciones. La diferencia entre ambas condiciones es la
cantidad de bacterias iniciales, donde en la condicion “A” el ensayo comienza saturado
de bacterias, y la condicién “B” comienza el ensayo con una dilucion 1:100 de la cantidad

de bacterias en la condicion “A”. En todos los casos

Los tubos etiquetados con un tiempo de incubacién de 1 semana se mantuvieron
herméticamente cerrados y en condiciones constantes de temperatura y agitacion por
esa cantidad de tiempo, abriéndose solo para terminar el ensayo y medir el litio en
solucion y la cantidad de unidades formadoras de colonias presentes. Ningun tubo se
llena sobre el 50% de su capacidad para mantener la oxigenacion durante la duraciéon
del ensayo. Este procedimiento se repitié con un tubo diferente para cada tiempo de
incubacion de 2, 3, 4 y 5 semanas. Se decidi6 generar un tubo diferente para cada
tiempo por 2 razones, primero evitar la contaminacion y mantener constantes todas las
condiciones ambientales durante cada tiempo de incubacién y segundo que la
extraccion de una gran cantidad de alicuotas de un mismo tubo para realizar cada
medicion de cantidad de bacterias y litio soluble se terminaria afectando la
concentracion del LCO, ya que esta sal es insoluble, por lo que al disminuir
repetidamente el volumen del medio de cultivo aumentaria progresivamente la

concentracion relativa de LCO.

Para medir el litio en solucién, cada cultivo se centrifugé a 10.000 rpm por 5 minutos y

se recupera solo el sobrenadante. Este sobrenadante pasa por un proceso de digestion
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acida, donde a cada muestra se le agreg6 un volumen equivalente de una solucion 4:1
de peréxido de hidrégeno y acido nitrico. Posteriormente, esta solucion se diluyé 100
veces en agua ultra pura (Sigma-aldrich), para que la cantidad de litio en el
sobrenadante se encuentre dentro del rango lineal de medicion del equipo

(Aliasgharpour y Hagani, 2009).

El equipo utilizado corresponde a un espectrofotémetro de absorcion atémica de llama
(Shimadzu Flame AA spectophotometer modelo AA-7000). Cuando el equipo se
configura para litio, se utiliza una longitud de onda de 670,8 nm, el cual corresponde al
méaximo de absorbancia para el litio iénico, por lo que el equipo es capaz de cuantificar
la absorbancia de la muestra y, a través de una curva de calibracién, obtener la
concentracion de iones litio en la solucion analizada, y un ancho de rendija de 0,7 nm.
Este método es muy sensible a contaminaciones, razén por la cual se utiliza un medio
minimo en los experimentos, evitando asi una absorbancia indeseada por otros cationes

presentes.

2.7 Visualizacion y cuantificacion de biopelicula

La primera observacion de la generacion de biopelicula se realiz6 incubando cultivos de
Pseudomonas D1N5.1, P. aeruginosa y E. coli suplementados con LCO en tubos falcon
de manera horizontal, para luego fotografiarlos en orientacién vertical, lo que permitié

observar cristales de LCO adheridos a la superficie interior del tubo Falcon.

Para la observacion microscépica se extrajeron cristales de LCO de los cultivos de P.
aeruginosa y Pseudomonas D1N5.1, especificamente cristales en suspension dentro
del cultivo tomando aproximadamente 50 L con una micropipeta con la punta recortada.

Los cristales fueron depositados sobre un portaobjetos para realizarles el procedimiento
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de tinciobn de Gram. Posteriormente estos cristales fueron observados al microscopio
con aumento de 400 y 1000X (ver Anexo Figuras 2 y 3). En los resultados se muestran
campos de 1000X y también se muestran aumentos digitales alcanzando campos de

hasta 3000X.

Se evaluo el efecto de la concentracion de metales en solucién en relacion a la
produccion de biopelicula de los microorganismos seleccionados. En este caso se
utilizan concentraciones variables de litio y cobalto en cultivos de 200 uL de P.
aeruginosa y Pseudomonas D1N5.1. Las concentraciones variables corresponden a un
8 y 80 % de la CIM de cada metal para cada bacteria con un tiempo de incubacion de
24 horas. Esto corresponde a una concentracion de 12 y 120 ug/mL de cobalto para P.
aeruginosay de 24y 240 pg/mL de cobalto para Pseudomonas D1N5.1. Terminado este
tiempo se mide la densidad éptica de cada cultivo y se procede a cuantificar la

produccion de biopelicula generada por cada microorganismo en cada condicion.

Para la cuantificacion de biopelicula se utilizo el protocolo descrito por Elkhatib, W. F. y
cols., 2014. El protocolo consiste en que, una vez terminado el tiempo de incubacion, la
placa debe ser lavada con abundante agua, pero sin aplicarla directamente a los
pocillos. Posteriormente se deja secar para luego afiadir 200 pL de cristal violeta 0,3%
a cada pocillo, dejando actuar por 15 minutos, el cual tifie la biopelicula presente en las
paredes de cada uno de los pocillos. Después se lava el cristal violeta con abundante
agua, cuidando de no aplicarla directamente dentro de los pocillos, y se deja secar. En
este punto, la cantidad de cristal violeta presente en cada pocillo es proporcional a la
cantidad de biopelicula encontrada en cada pocillo. Luego se utilizan 200 pL de etanol
absoluto, el cual disuelve la biopelicula y el cristal violeta. Finalmente se mide la

absorbancia de cada pocillo a 600 nm, donde la absorbancia est4 directamente
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relacionada a la cantidad de cristal violeta presente en cada pocillo y por tanto

relacionada con la cantidad de biopelicula.

Posteriormente se utilizaron las mediciones de la densidad dptica obtenidas al final del
ensayo para normalizar las mediciones de produccién de biopelicula por cantidad de

células.

2.8 Screening y cuantificacion de tensoactivos

El primer ensayo para la identificacion de tensoactivos bacterianos fue el “ensayo de la
gota” (Nayarisseri y col., 2018). Este ensayo consiste en utilizar una superficie
hidrofébica en la cual se deposita una gota de sobrenadante de los cultivos de
Pseudomonas D1N5.1, P. aeruginosa y E. coli suplementados con 1% (m/v) de LCO
obtenidos por centrifugaciéon a 10.000 rpm por 5 minutos y se observa el angulo de
contacto entre la gota y la superficie. El angulo de contacto de la gota del cultivo se ve
disminuido en funcién de la cantidad de tensoactivos presentes en él, por lo que se
puede relacionar directamente el angulo de contacto con la cantidad de biosurfactantes

producidos (Anexo Figura 4).

Posteriormente se realiza un segundo analisis a través de un ensayo de emulsificaciéon
(Nayarisseri y col., 2018). Este ensayo consiste en tomar un volumen de 2 mL de
sobrenadante del cultivo y ponerlo dentro de un tubo Falcon de 15 mL junto a un
volumen de 3 mL de un solvente altamente apolar. Posteriormente los tubos se someten
a una agitacion en vortex a maxima velocidad por 5 minutos. Este procedimiento genera
una emulsificaciéon en la interfase entre el cultivo acuoso y la fase apolar, en donde el
tamafio de la emulsificacion es proporcional a la cantidad de tensoactivos presentes en

la fase acuosa. En este caso los sobrenadantes se obtuvieron centrifugando 7,5 mL de



15

cultivo suplementado con 1% (m/v) de LCO a 10.000 rpm durante 5 minutos, y el

solvente apolar utilizado corresponde a diésel.

Para la cuantificacion de tensoactivos se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos
de Pseudomonas D1N5.1, P. aeruginosay E. coli suplementados con 1% (m/v) de LCO
a través de una centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 minutos. Las mediciones se
realizaron con un tensiémetro marca Kruss modelo K8 con un anillo de platino-iridio en
el laboratorio de fisicoquimica dirigido por la doctora Marcela Urzta en el Departamento

de Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Para todos los ensayos de produccion de biosurfactantes se utiliz6 como control
negativo medio de cultivo M63 estéril y para las mediciones cuantitativas también se

utilizé la misma agua destilada que se utilizé para preparar los medios.

2.9 Efecto del biosurfactante sobre el crecimiento bacteriano

Para el ensayo del efecto del biosurfactante sobre el crecimiento bacteriano se utilizé el
protocolo general de extraccién de lipopéptidos biosurfactantes de Pseudomonas de
Smyth, J. T. P. y col., 2010. Este protocolo consiste en mezclar y agitar un volumen de
etilacetato con el sobrenadante del cultivo, en este caso de 20 mL, transferir cada fase
a un recipiente distinto y repetir 2 veces mas. En este caso los 3 volimenes de
etilacetato fueron recuperados en el mismo recipiente, donde se deja evaporar.
Posteriormente, cuando el etilacetato ya estd completamente evaporado, el contenido
gue queda en el fondo del tubo es resuspendido en 1 mL de agua, asi se obtiene una
solucion acuosa con el biosurfactante concentrado. Esta solucion es la que se utiliza en

el ensayo de crecimiento.
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Para estudiar el efecto de este biosurfactante sobre el crecimiento bacteriano se utilizé
E. coli, por su incapacidad de producir tensoactivos evidenciado en la cuantificacién
anteriormente realizada. Se estudiaron 3 condiciones: i) E. coli en medio LB, ii) E. coli
en medio LB suplementado con cobalto en concentraciones no inhibitorias (8% de su
CIM) vy iii) E. coli en medio LB suplementado con cobalto (8% de su CIM) y el
biosurfactante extraido. Para cuantificar el crecimiento se midio la densidad 6ptica de

los cultivos cada 1 hora durante 12 horas.



RESULTADOS

3.1 Determinacién condiciones 6ptimas de pH y temperatura para el crecimiento

de Pseudomonas D1N5.1

Primero se determinaron las condiciones Optimas de crecimiento para este
microorganismo aislado desde muestras ambientales del desierto de Atacama. Para
esto se midid la densidad éptica de los cultivos en el tiempo cero, 8 y 24 horas bajo 6
condiciones diferentes, con temperaturas desde los 9 hasta los 60 °C, con y sin

agitacion.

1.0
-o- 28°C c/agitacion
0.8 -& 28°C s/agitacion
-o- 37°C c/agitacion
g 0.6 o
K -~ 37°C s/agitacion
O 0.4 -= 9°C s/agitacion
-=- 60°C s/agitacion
0.2+
—
0.0 | LR DL AL AL LRI B L L
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Horas

Figura 1. Optimizacion del crecimiento por temperatura. Se muestran las mediciones a las cero, 8 y 24
horas de densidad Optica de los cultivos de Pseudomonas DIN5.1 en diferentes condiciones de
temperatura, donde la curva azul corresponde a los 28 °C, la curva roja a los 37 °C, laverde a9 °C y la
magenta a 60 °C. Ademas, las etiquetas circulares indican que el cultivo se mantuvo en agitacion constante
de 160 rpm durante la incubacion, mientras que las etiquetas cuadradas indican que el cultivo no fue

agitado.
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Como se puede observar en la Figura 1, las condiciones de temperatura y agitacion
Optimas de crecimiento para Pseudomonas D1N5.1 corresponden a 28 °C con agitacion.
Esta condicion es la que se utiliza para realizar el resto de los ensayos en este trabajo.
Posteriormente se evalu6 la capacidad de crecimiento de Pseudomonas D1N5.1 en
diferentes condiciones de acidez. Dado el objetivo del trabajo, las condiciones de
estudiadas van desde pH 7 hasta pH 4. Se midi6 la densidad éptica de los cultivos en el

tiempo cero y luego de transcurridas 8 y 24 horas.

1.0
o pH7

% pH6
pH 5
pH 4

0'0I'"""''I""""'I""""'I

0 10 20 30
Horas

Figura 2. Optimizacién del crecimiento por pH. Se muestran los valores de densidad 6ptica alas 0, 8 y
24 horas de los cultivos de P. DIN5.1 en diferentes condiciones de pH, donde la curva roja de etiqueta
circular indica pH 7, la curva naranja de etiqueta cuadrada indica pH 6, la curva naranja de etiqueta triangular

punta hacia arriba indica pH 5y la curva beige de etiqueta triangular punta hacia abajo representa pH 4.

Como se observa en la Figura 2, la condicion éptima de pH para el crecimiento de
Pseudomonas D1N5.1 es un pH neutro, igual a 7. También es posible observar que a
pH 6 y 5 aln se observa crecimiento, pero al utilizar un medio tan acido como pH 4 la

bacteria detiene su crecimiento.
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Con esto se determin6 que las condiciones éptimas de crecimiento de Pseudomonas
D1N5.1sonpH 7, 28 °C y agitacion. Estas condiciones se utilizaron en todos los ensayos

posteriores de este trabajo.

3.2.1 Determinacion de la tolerancia a LCO de Pseudomonas D1N5.1

Se determind la tolerancia a LCO de Pseudomonas D1N5.1 y también del organismo
modelo Escherichia coli. Para esto se utiliz6 el método de conteo de unidades
formadoras de colonias para determinar la supervivencia de estos microorganismos

después de 3 dias de incubacion en presencia y ausencia de LCO al 1% (m/v).

*kkk
—

i LCO
mm Control

Log1o(UFC/mL)

Figura 3. Efecto del LCO sobre crecimiento de Pseudomonas D1IN5.1y E. coli. Se muestran la cantidad
de bacterias vivas expresadas en unidades formadoras de colonias por mililitro a un tiempo de 3 dias de
incubacién. Las barras rosadas representan los cultivos bacterianos suplementados con 1% (m/v) de LCO
y las barras azules representan las condiciones de ausencia de LCO. Todos los cultivos partieron con una

cantidad de células de aproximadamente 10°. (Two-way ANOVA, p-value<0.0001)

Como se puede observar en la Figura 3, en un medio minimo sin LCO tanto

Pseudomonas D1N5.1 como E. coli aumentan su nimero de unidades formadoras de
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colonia hasta superar las 10’ UFC, obteniendo una diferencia estadistica no
significativa. Por otro lado, en el mismo medio minimo suplementado con un 1% (m/v)
de LCO, E. coli presenta un nimero de células vivas de mas de 2 6rdenes de magnitud
por debajo del caso anterior, llegando a menos de 10° mientras que Pseudomonas
D1N5.1 se mantiene por sobre las 10°. La diferencia entre la cantidad de células vivas
es significativa (p<0.0001) y estaria indicando que Pseudomonas D1N5.1 es capaz de

tolerar mejor la presencia de este compuesto que E. coli.

Posteriormente se determind la tolerancia de Pseudomonas D1N5.1 a concentraciones
mas altas de LCO dentro del rango de concentraciones desde 3 hasta 9% (m/v) segln

el objetivo del trabajo.

8-
] o 0% (M)
E - 3% (m/v)
Qo 6: - 6% (M)
=3 = 9% (M)
o
S s

Dias
Figura 4. Efecto del LCO sobre la viabilidad de Pseudomonas D1N5.1. Se muestra la cantidad de
células vivas expresadas en cantidad de unidades formadoras de colonia por mililitro de cultivo. La curva
verde de etiqueta circular representa ausencia de LCO, la curva naranja de etiqueta cuadrada indica una
concentracion de 3% (m/v) de LCO, la azul de etiqueta triangular punta hacia arriba indica 6% (m/v) de LCO
y la roja de etiqueta triangular hacia abajo indica 9%m/v de LCO. Se realizaron mediciones a los tiempos

de 0, 3,5, 7y 10 dias.
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Como se aprecia en la Figura 4, Pseudomonas D1N5.1 es capaz de tolerar
concentraciones de hasta 9% (m/v) de LCO manteniendo su cantidad de células vivas

alrededor de 107 hasta 10 dias después de inoculado el medio.

3.2.2 Mecanismos de tolerancia a cobalto

De los 2 elementos metalicos que componen la sal ternaria de 6xido de litio-cobalto,
esta bacteria ha mostrado una concentracion inhibitoria minima de crecimiento de 5000
mg/L para litio (Bruna, N., 2017). Sin embargo, por la literatura (Bozich y col., 2017)
sabemos que en estado i6nico el cobalto es mucho mas téxico que el litio. Debido a esto
es necesario determinar la tolerancia a iones cobalto por parte de Pseudomonas
D1N5.1, ya que necesita tolerar concentraciones crecientes de este ion a medida que el

LCO se solubiliza.

Para esto se realizé un ensayo de concentracion inhibitoria minima para Pseudomonas
DIN5.1 y dos microorganismos modelos. En este caso se utilizaron E. coli y
Pseudomonas aeruginosa, ya que esta Ultima es filogenéticamente mas cercana a
Pseudomonas D1N5.1. Se utilizé medio LB suplementado con cloruro de cobalto, y se
determinaron las concentraciones inhibitorias minimas del crecimiento para cada

microorganismo.
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Tabla 1. Concentraciones inhibitorias minimas de cobalto (24 horas).

Pseudomonas D1N5.1 300
E. coli BW25113 150
P. aeruginosa PAO1 100

Como se ve en la Tabla 1, Pseudomonas D1N5.1 es capaz de resistir el doble de

concentracién de cobalto que E. coli y el triple que P. aeruginosa.

Como se menciond, uno de los grandes problemas en los sistemas de biorrecuperacion
actuales corresponde a la baja resistencia que tienen los microorganismos a los metales
presentes en el LCO. Sabemos que el aislado Pseudomonas D1N5.1 fue aislado de un
nicho con altas concentraciones de sales, lo cual se refleja en la alta concentracion
inhibitoria minima que tiene este microorganismo para litio y cobalto. Es por esto que en
base a estos resultados y con miras a una posible aplicacion tecnolégica se realiz6 un
analisis gendmico que permitiera explicar (y posteriormente explotar) la diferencia entre
este aislado y los otros microorganismos modelo en base a la presencia de genes de
resistencia. Primero, se utiliz6 la base de datos BacMet, la cual cuenta con un repositorio
de genes presentes en distintos organismos modelo que confieren resistencia a distintos
metales pesados. En este caso, se seleccionaron las secuencias aminoacidicas de los
genes de resistencia a cobalto presentes en la base de datos experimentalmente
confirmados de BacMet y se utilizo la herramienta de alineamiento basico de secuencias
BLASTp para buscar su presencia en el genoma de Pseudomonas D1N5.1. En la Tabla

2 se muestran los genes encontrados.
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Tabla 2. Genes deresistencia a cobalto presentes en el genomade Pseudomonas D1IN5.1. Se muestra
en la primera columna el nombre clave de cada uno de los productos génicos de resistencia a cobalto
encontrados en la base de datos BacMet. En las columnas 2, 3 y 4 se muestran los resultados de los
parametros de cobertura, e-value e identidad de estos genes con la mejor coincidencia en el genoma de
Pseudomonas D1N5.1. La Gltima columna muestra la anotacién de nombre clave de esa mejor coincidencia

anotada en el genoma de Pseudomonas D1N5.1.

CorA 100% 0.0 88.40% Magnesium anq cobalt
’ ’ transport protein CorA

Putative membrane

0, o 0,
CorB 96% 4.00e-125 77.52% protein YfjD
ApaG 100% 1.00e-69 74.40% ApaG protein
FieF 97% 6.00e-179  79.18% FEIELE [T ST
pump FieF
Magnesium- Mg(2+) transport
transporting 99% 0.0 71.02% ATPase, P-type (EC
ATPase, P-type 1 3.6.3.2)
Magnesium- Mg(2+) transport
transporting 99% 0.0 70.75% ATPase, P-type (EC
ATPase, P-type 1 3.6.3.2)
MntH 98% 0.0 79.06% Manganese transport

protein MntH

Se lograron identificar 7 de estos genes de resistencia a cobalto descritos en BacMet en
el genoma de Pseudomonas D1N5.1. Por un lado, BacMet es un buen acercamiento por
ser una base de datos revisada y curada, sin embargo, todos estos genes han sido
descritos en organismos modelo, razén por la que también se opté por buscar en la
literatura més genes de resistencia descritos en organismos especificamente
resistentes a cobalto. En este caso se genera una base de datos propia con los datos

de la literatura y se utiliza la herramienta RAST para obtener anotaciones de los marcos
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de lectura abiertos de Pseudomonas D1N5.1 y buscar estos genes u operones por sus
nombres clave. Los genes encontrados a través de esta estrategia se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3. Genes de resistencia a cobalto encontrados en microorganismos resistentes. Se muestra en
la primera columna los nombres clave de los genes encontrados en la literatura, acompafados en la
segunda columna por la funcién descrita en el mismo trabajo. La tercera columna muestra los nombres
clave y cantidad de copias encontradas en el genoma de Pseudomonas D1N5.1 y la cuarta columna

muestra la referencia de la cual se extrajeron estos datos.

Mutantes deletéreos sufA, sufB, sufC, sufD, sufE Ranquet, C. y cols.,

suf presentan hipersensibilidad y sufS 2007
a cobalto
czc Transportador de iones czcA (2 copias); czcC (2 Intorne, A. C. y cols,
Cd2+, Zn2+ and Co2+ copias), czcB, czcD 2012
isc Operon de resistencia a iSCR, iscS, iscA, iscU, iscX, Von Rozycki T. y
cobalto Frataxin homolog cyaY Nies D. H., 2009

Ademas de encontrar todos los genes que se han descrito como criticos para la
resistencia a cobalto, Pseudomonas D1N5.1 cuenta en algunos casos con mas de una
copia de algunos de estos genes analizados (informacion anotada entre paréntesis).
Finalmente, para explicar el resultado de las concentraciones inhibitorias minimas
obtenidas experimentalmente se realiz6 una tabla resumen donde se muestra la
presencia o ausencia de cada uno de los genes encontrados en todas las bacterias

estudiadas.
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Tabla 4. Resumen de genes de resistencia a cobalto en E. coli, P. aeruginosa y Pseudomonas
DIN5.1. Se muestran los nombres clave de cada uno de los genes o familias de genes analizadas
anteriormente y se anotan si es que estan o no presentes en el genoma del microorganismo indicado. La

etiqueta “parcialmente presente” indica que menos de la mitad de los genes de esa familia fueron

encontrados.

Presente No presente Presente

Czc No presente No presente Presente

Isc Presente Parcialmente presente Presente

CorA Presente Presente Presente
CorB Presente No presente Presente
ApaG Presente Presente Presente
FieF Presente Presente Presente
MntH Presente Presente Presente

Como muestra la Tabla 4, la cantidad y variedad de los genes descritos en bases de
datos y literatura presentes en cada una de las bacterias se relaciona directamente con

la resistencia de los microorganismos estudiados a cobalto.

3.3 Cuantificacion de litio soluble en cultivos de Pseudomonas D1IN5.1 con LCO

Para cuantificar la solubilizacion de litio se realizaron 6 cultivos diferentes en fase
estacionaria de crecimiento (saturado) con Pseudomonas D1N5.1 y con una
concentracion de LCO de 9% (m/v). A cada cultivo se le midi6 la viabilidad celular a

través del conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) y también la
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concentracion molar de iones litio en solucién (liberados desde LCO) mediante

espectroscopia de absorcion atémica.
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Figura 5. Concentracion de iones litio en solucién y viabilidad celular. Se muestra el resultado de las
mediciones de las concentraciones molares de iones litio al término de la incubacion de cada uno de los
cultivos suplementados con 9% (m/v) de LCO, graficadas en el eje vertical derecho. También se muestra el
logaritmo en base 10 de la cantidad de bacterias vivas presentes en este mismo instante de tiempo (eje
vertical izquierdo). Los datos coloreados azules y etiquetados como condicién “A” inician el ensayo con una
saturacion de bacterias en el medio, mientras que los datos coloreados en naranjo y etiquetados como “B”
inician el ensayo en una diluciéon de bacterias 1:100 del cultivo saturado (ver materiales y métodos). Por
problemas técnicos el punto de la incubacion por 2 semanas de la condicion “A” y el de las 5 semanas de

la condicién “B” no pudieron ser medidos.

Con respecto al crecimiento de las bacterias, se puede observar en la Figura 5 que los
cultivos que inician los ensayos con un menor numero de células alcanzan la fase
estacionaria de crecimiento cuando se incuban por al menos 2 semanas, momento en
el cual alcanzan la misma cantidad de bacterias que el cultivo que inicia el ensayo
saturado. Esto indica que si bien la presencia de LCO disminuye la velocidad con la que
las bacterias se dividen, estas son capaces de crecer en estas condiciones, igualando

la viabilidad del cultivo saturado. Esta caracteristica diferencia inmediatamente a este
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aislado de los organismos actualmente utilizados en los trabajos de biorrecuperacion de
litio desde LCO, los cuales no pueden cumplir con sus funciones metabdlicas en

concentraciones menores a 1% (m/v).

Por otro lado, al comparar las curvas de la condicion “A” y “B” se observa que los cultivos
que parten con menor numero de células solubilizan un poco menos de litio desde LCO
gue los cultivos que comienzan con un mayor numero de células, esto se observa
claramente a las semanas 1, 3y 4 de incubacién. De todas formas, en ambas curvas se
puede observar una tendencia que indica que la liberacién de litio en solucién es
proporcional a la cantidad de semanas que se incube el cultivo con el LCO, volviéndose
mas lenta esta solubilizacién al acercarse a las 5 semanas de incubacién, y alcanzando
en ambos casos concentraciones de alrededor de 10 mM de iones litio liberado. Este es
un comportamiento usual en las curvas de recuperacion presentes en los trabajos que
utilizan A. thiooxidans o A. niger, sin embargo, en ninguno de esos trabajos se evalla la
cantidad de células presentes en los distintos puntos, por lo que no se puede realizar
una comparacion en ese sentido (Boxall y col., 2018). Por problemas técnicos el punto
de laincubacion por 2 semanas de la condicion “A” y el de las 5 semanas de la condicién

“B” no pudieron ser medidos.

3.4.1 Mecanismos de solubilizaciéon: Proximidad espacial

Como fue mencionado en la introduccion, existen trabajos que intentan mostrar la
proximidad del agente bioldgico empleado en la lixiviacion y los cristales de LCO
(Hartono y col, 2017). El primer acercamiento en este trabajo surge en base a la
observacién macroscopica de los cultivos. Para esto los tubos fueron incubados de

manera horizontal, asi el LCO insoluble se mantiene en la pared del tubo mientras el
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cultivo crece. Transcurridos 3 dias del inicio del cultivo los tubos se sacan y se orientan
de manera vertical, y de esta forma se fotografiaron. Los cultivos utilizados
corresponden a Pseudomonas D1N5.1 (A), P. aeruginosa (B), E. coli (C) y el control
abidtico (D), todos suplementados con 1% (m/v) de LCO. No se utiliz6 la concentracion
de 9% (m/v) ya que en este ensayo se requeria que los microorganismos modelo se

mantuvieran vivos.

I3
D

Figura 6. Observacion macroscopica de biopeliculas. Se muestra en la figura los tubos Falcon
incubados de manera horizontal (derecha de la foto hacia abajo), dispuestos de manera vertical para tomar
la fotografia luego de 3 dias de incubacién. El compuesto negro que se observa en el fondo de todos los
tubos y en la pared de algunos es el LCO suplementado al medio en una concentracion de 1% (m/v). El
tubo (A) corresponde al cultivo de Pseudomonas D1N5.1, el tubo (B) corresponde al cultivo de P.
aeruginosa, el tubo (C) corresponde al cultivo de E. coli y el tubo (D) corresponde al control, en este caso

medio M63 estéril.

En los cultivos 6A y 6B se observa una gran cantidad de cristales de LCO adheridos a
la pared interior del tubo, los cuales se mantienen en posicion incluso al cambiar la

orientacion de los tubos en los que se realizaron los cultivos. Esto puede indicar que
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tanto Pseudomonas D1IN5.1 (A) como P. aeruginosa (B) son capaces de formar
estructuras tipo biopeliculas en presencia de LCO, o bien que existe una coprecipitacion
de los cristales de LCO y los microorganismos que estén interactuando con ellos.
Cualquiera sea el caso, estos fendmenos parecieran estar ausente en el cultivo de E.
coli, cuyo cultivo se parece mucho mas al control abi6tico, en donde no existe

produccién de biopelicula ni interaccion con microorganismos.

Como tanto P. aeruginosa y Pseudomonas D1N5.1 presentan este fendmeno asociado
a la formacién de biopeliculas, se examind microscépicamente la relacion entre estos
microorganismos Yy los cristales de LCO. Para esto, se extrajeron cristales de LCO de
cada cultivo los cuales fueron tefiidos con cristal violeta para posteriormente ser

visualizados por microscopia. Los resultados se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Observacion microscopica de biopelicula. Se observan cristales de LCO (aspecto de piedras
negras) extraidos desde los cultivos de P. aeruginosa y Pseudomonas D1N5.1 (coloreadas). El campo (A)
corresponde al cultivo de P. aeruginosa con un aumento microscopico de 1000X, mientras que (B)
corresponde al mismo cultivo con el mismo aumento microscépico, pero afiadiendo un aumento digital hasta
alcanzar 3000X. El campo (C) corresponde al cultivo de Pseudomonas D1N5.1 con aumento microscopico
1000X y (D) muestra el mismo cultivo, pero con un aumento digital de 2000X. La biopelicula esta tefiida de
un color rojizo producto del procedimiento de tincion de Gram utilizado para observar los cristales. Para

mas campos ver Anexo figuras 2y 3.

Los campos 7Ay 7B corresponden a los cristales de LCO extraidos desde el cultivo con
P. aeruginosa, y los campos 7A y 7B corresponden a los cristales extraidos desde el
cultivo con Pseudomonas D1N5.1 (para mas campos ver Anexo Figuras 2y 3). Se puede
observar que en el caso de P. aeruginosa las bacterias se encuentran uniformemente
distribuidas por el campo y no especialmente proximas a los cristales de LCO. En
contraposicion a esto los cristales del cultivo de Pseudomonas D1N5.1 presentan un

gran numero de bacterias (en rojo) adheridas al cristal, ademas de observarse
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claramente una estructura extracelular tefiida por el cristal violeta recubriendo los
cristales de LCO (Figuras 7C y 7D). Estas observaciones sugieren que, si bien ambos
microorganismos producen un fenotipo que resulta en la adherencia de cristales de LCO
a la pared del tubo, la generacion de biopelicula que se observa en P. aeruginosa
pareciera no tener el objetivo de interactuar con el cristal, descartando la coprecipitacion.
Caso contrario, en Pseudomonas D1N5.1, se puede observar claramente esta
estructura de tipo biopelicula recubriendo el cristal, por lo que el fenotipo observado
puede haberse dado tanto por produccion basal de biopelicula como coprecipitacion, e
incluso ambos. Por lo anterior, se plantea que la produccién de biopelicula esta

ocurriendo en ambos microorganismos, pero con objetivos diferentes (ver discusion).

Posteriormente se cuantificd la produccién de biopelicula por estas 2 bacterias en
relacion con la cantidad de metales disueltos en solucién. Se utilizaron concentraciones
variables de sales solubles de litio y cobalto y se cuantifico la cantidad de biopelicula
generada en el plastico. Como cada bacteria presenta una tolerancia diferente a estos
metales se utilizan concentraciones de 0, 8 y 80% de la CIM para cada metal segln
cada bacteria. Para esto se midi6 la absorbancia de la resuspensién en etanol de las
biopeliculas tefiidas (ver materiales y métodos) y se graficé la produccion absoluta de

biopelicula en cada caso.
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Figura 8. Cuantificacion de biopelicula en relacidon con la concentracién de metales. Se muestra la
absorbancia obtenida luego del procesamiento de los cultivos, la cual esta relacionada con la cantidad de
biopelicula producida (ver materiales y métodos). Se utilizan concentraciones equivalentes al 8 y 80% de la
CIM que cada bacteria presenta para cada metal. Rosado: P. aeruginosa en medio suplementado con
cobalto; Rojo: P. aeruginosa en medio suplementado con litio. Celeste: Pseudomonas D1N5.1 en medio
suplementado con cobalto; Azul: Pseudomonas D1N5.1 en medio suplementado con litio. Cada barra tiene
una etiqueta de la concentracion del metal utilizado como un porcentaje de la concentracion inhibitoria

minima que tiene cada microorganismo para cada metal (Two-way ANOVA, ***p-value<0,0002, ****p-

value<0,0001)

En la figura 8 se observa que la produccién de biopelicula no varia significativamente al
afadir una concentracion baja (8% de la concentracion inhibitoria minima) ni de litio ni
de cobalto. Sin embargo, cuando la concentracién de metales en el medio aumenta y
se acerca a la concentracion inhibitoria minima, P. aeruginosa no es capaz de seguir
producir biopelicula ni en presencia de litio ni cobalto. En contraste, se puede observar
que Pseudomonas D1N5.1, no varia significativamente su produccion de biopelicula en
presencia de altas concentraciones de cobalto, y también se puede observar que al
suplementar el cultivo con altas concentraciones de litio aumenta significativamente la

cantidad de biopelicula producida.
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Figura 9. Produccidn relativa de biopelicula. Se muestra el cociente entre la absorbancia generada por
la biopelicula y la densidad 6ptica de cada cultivo al momento de terminar el ensayo (antes de la tincion de
la biopelicula). Rosado: P. aeruginosa en medio suplementado con cobalto; Rojo: P. aeruginosa en medio
suplementado con litio. Celeste: P. DIN5.1 en medio suplementado con cobalto; Azul: P. DIN5.1 en medio
suplementado con litio. Cada barra tiene una etiqueta de la concentracion del metal utilizado como un
porcentaje de la concentracion inhibitoria minima que tiene cada microorganismo para cada metal (Two-

way ANOVA, p-value<0.0001).

En la figura 9 se analiza la produccién de biopelicula normalizada por la cantidad de
bacterias que presenta cada cultivo, donde se puede observar que P. aeruginosa
mantiene constante la cantidad de biopelicula que produce independiente de la
concentracion de metales que exista en el medio, pues no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas. En este sentido Pseudomonas D1IN5.1 aumenta su
produccion de biopelicula por bacteria a altas concentraciones de metales. Es
interesante observar el caso de las altas concentraciones de cobalto, donde al analizar
la produccién absoluta aparentemente no hay un aumento de produccién de biopelicula,
sin embargo, al normalizar esta produccién por el nimero de bacterias presentes en el

cultivo, se observa que esa misma cantidad de biopelicula es generada por un nimero
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menor de bacterias. Si bien este comportamiento se repite para el litio, es mas evidente

en el caso del cobalto.

3.4.1 Mecanismos de solubilizacién: Produccién de biosurfactantes

Se realizaron 2 ensayos de produccion de biosurfactantes (ver Anexo Figura 4). A
continuacién, se muestra solo la prueba de emulsion, donde el sobrenadante de un
cultivo con la bacteria de interés fue puesto en contacto con un volumen igual de un
solvente apolar (diésel). Posteriormente se agité a 10000 rpm por al menos 5 minutos,
lo cual formara una emulsion. El tamafio de esta emulsion indica si el microorganismo
fue capaz de producir cantidades significativas de estas biomoléculas. Se comparé
Pseudomonas D1N5.1 con los microorganismos modelo E. coli y P. aeruginosa, y los

resultados se muestran a continuacion.
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Figura 10. Screening de biosurfactantes. Se utiliz6 un ensayo de emulsificacion para confirmar o
descartar la produccion de biosurfactantes por parte de cada microorganismo. La cantidad de biosurfactante
producido por el microorganismo es proporcional al tamafio de la emulsificacion en la interfase entre la fase
acuosa (abajo, sobrenadantes) y la fase apolar (arriba, diésel). El tubo (A) muestra el resultado para E. coli,
el tubo (B) para P. aeruginosa, el tubo (C) para Pseudomonas D1N5.1y el tubo (D) es el control negativo

(medio M63 estéril).

En la Figura 10 se puede observar claramente la presencia de una emulsion en el caso
del sobrenadante de Pseudomonas D1N5.1, la cual no se presenta en el control
negativo, ni en el caso de E. coli. Esta emulsion muestra que Pseudomonas D1N5.1 es
capaz de producir tensoactivos, los cuales son responsables de estabilizar las micelas
gue componen esta emulsion. Por otra parte, se incluyé P. aeruginosa como control
positivo de este ensayo, sin embargo, bajo las condiciones de cultivo (presencia de

LCO), esta no fue capaz de sintetizar biosurfactantes (ver Discusion).

Para cuantificar la produccion de tensoactivos se utilizé un tensiémetro de anillo, con el
cual se midi6 la tensién superficial de los sobrenadantes de cada uno de los cultivos.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 5. Tension superficial de los sobrenadantes. Se muestran las mediciones de tension superficial

de los sobrenadantes de cada cultivo obtenidas con un tensiometro de anillo en milinewtons por metro.

Agua destilada 70,9

Medio de cultivo 70,8

E. coli 70,2

P. aeruginosa 69,8

Pseudomonas 59,9
DIN5.1

Como se puede observar en la tabla, ni E. coli ni P. aeruginosa disminuyen en mas de
1 mM/m la tension superficial del medio de cultivo, mientras que Pseudomonas D1N5.1
es capaz de disminuir en mas de 10 mN/m la tension superficial del medio de cultivo,
por lo que se demuestra que Pseudomonas D1N5.1 es capaz de sintetizar algun tipo de

tensoactivo, en este caso, biosurfactante.

En un intento por dilucidar la naturaleza de este biosurfactante se buscaron genes
asociados a produccion de rhamnolipidos, principal biosurfactante descrito para el
género de Pseudomonas, y surfactina, el cual, si bien estéd descrito para Pseudomonas,

se ha estudiado y secuenciado mayormente desde el género Bacillus.
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Tabla 6. Blsqueda de genes asociados a produccidn de biosurfactantes. Se muestran los tipos de
biosurfactantes encontrados y el microorganismo para el cual se han secuenciado estos genes. Los
nombres clave de los genes se encuentran en la tercera columna e inmediatamente después se encuentran

los porcentajes de cubrimiento e identidad de cada uno de estos genes con la mejor coincidencia en el

genoma de P. DIN5.1.

bioJJ?if;ftznte org:)r:;;:no - Cob((;t)‘;cura LELELRVA)
Pseudomonas rhlAA 16 30.00
aeruginosa rhIAB 11 37.69
Pseudomonas rhlAA 36 27.03
Rhamnolipidos
fluorescens rhlAB 36 2812
Pseudomonas rhlAA 36 24.46
koreensis rhlAB 33 27 56
srfAA 42 24,12
srfAB 42 23,89
srfAC 42 23,89
srfAD 41 23,89
Surfactina Bacillus sp.
spf 58 24.74
comA 95 28.43
comxX 83 30.43
comP 26 27.01

Se puede observar en la Tabla 6 que no se encontraron coincidencias en términos de
cobertura o identidad relevantes para genes de produccion de rhamnolipidos en el
genoma de Pseudomonas D1N5.1. Con respecto a los genes de produccion de
surfactina, si bien se observan porcentajes mayores de cobertura, la identidad se

mantiene por debajo del 30%. Esto sugiere que el tensoactivo sintetizado por la bacteria
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podria tener una naturaleza diferente a los 2 mas tipicos para el género Pseudomonas
0 bien podria estar sintetizando alguno de estos tensoactivos a través de una ruta aln

no descrita.

La produccion de biosurfactante podria contribuir a la solubilizacion de LCO,
principalmente a traves de la formacién de complejos con metales. Para evaluar esta
posibilidad, se decidié estudiar el efecto de esta biomolécula sobre el crecimiento en
presencia de cobalto de un organismo incapaz de sintetizarlos (E. coli). Se utilizé cobalto
porque es mas toxico que el litio, y por lo tanto genera un efecto mas claro en el
crecimiento normal del microorganismo a bajas concentraciones. El ensayo consiste en
incubar esta bacteria por 12 horas sin metales pesados, en presencia de
concentraciones no inhibitorias de cobalto, y en presencia de la misma concentracion
de cobalto, pero incorporando al cultivo el surfactante producido por Pseudomonas
D1N5.1. Se midi6 la densidad Optica de estos cultivos cada 1 hora para construir una

curva de crecimiento para cada situacion (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del biosurfactante sobre el crecimiento de E. coli en presencia de Cobalto. Se
muestran 3 curvas de crecimiento de E. coli, la curva con etiquetas circulares corresponde al
microorganismo en medio LB, la curva con etiquetas triangulares contiene medio LB suplementado con
cobalto y biosurfactante y la curva con etiquetas cuadradas contiene medio LB suplementado Unicamente
con cobalto. El crecimiento se muestra en términos de densidad Optica en un tiempo de 12 horas con

mediciones cada una hora. (Two-way ANOVA, p-value<0,05)

En la Figura 11 se puede observar que el cobalto aumenta ligeramente la velocidad de
reproduccion de la bacteria durante las primeras 5 horas. Este fendmeno se ha descrito
para concentraciones no inhibitorias de cobalto, donde durante las primeras 5 a 6 horas
de incubacion E. coli mantiene un crecimiento acelerado con respecto a la condicién
control (Majtan y col., 2011). Posterior a este tiempo se puede observar que el cobalto
disminuye significativamente el crecimiento de E. coli en comparacion a la curva control.
Ademas, se observa que la presencia del surfactante disminuye el efecto del cobalto
sobre el crecimiento. La diferencia entre la curva con y sin surfactante es
estadisticamente significativa a partir de las 6 horas (p < 0.05) y alcanza el intervalo de
confianza de p < 0.0001 desde las 9 horas en adelante. Este resultado sugiere que el

biosurfactante protege a las bacterias de la accion de este metal pesado, posiblemente
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al formar un complejo como ha sido descrito para otros biosurfactantes (Vigneshwaran,

C.ycol., 2016).



DISCUSION Y/O PROYECCIONES

4.1 Condiciones Optimas de pH y temperatura para el crecimiento de

Pseudomonas D1N5.1

Cuando se trabaja con microorganismos aislados de ambientes extremos siempre es
relevante conocer las condiciones o6ptimas de crecimiento. Debido a que este
microorganismo fue aislado del desierto, nos enfocamos en determinar el pH y
temperatura éptimas de crecimiento. Los pardmetros de crecimiento determinados
coinciden con los determinados en general para miembros del género Pseudomonas,

(pH neutro y 28 °C) (LaBauve y Wargo, 2015).

El hecho que esta bacteria sea incapaz de reproducirse en pH 4 sugiere que los
mecanismos que permiten la solubilizacion de LCO tendrian un funcionamiento diferente
a los mecanismos de biolixiviaciébn acida presentados por los microorganismos A.
thiooxidans y A. niger que han sido evaluados para la solubilizacion de desechos de

baterias de litio (Biswal y col., 2018).

4.2 Mecanismos de tolerancia a LCO y cobalto

Pseudomonas D1N5.1 fue aislada desde un salar de litio, lugar que naturalmente
presenta una alta cantidad de iones en el suelo. Se han reportado concentraciones entre
500 y 3000 mg/L de litio (Troncoso, O. y col.,, 2013), bastante por debajo de la
concentracion inhibitoria minima de litio calculada para este microorganismo de
aproximadamente 5000 mg/L (Bruna, N., 2018). Las concentraciones de litio soluble

encontradas en la semana 4 y 5 de biorrecuperacion en este trabajo no superan los 100

41



42

mg/L, por lo que podemos asumir que esta cantidad de litio no es relevante para

determinar la supervivencia de este microorganismo en este medio.

Por otro lado, no se tiene informacién con respecto a la concentracion de iones cobalto
presentes en los suelos desde los cuales esta bacteria fue aislada. Sin embargo, se
logré determinar que la tolerancia que la bacteria Pseudomonas D1N5.1 presenta frente
al cobalto es el triple en comparacion con P. aeruginosa y el doble en comparacion con
E. coli. Esto se explica al analizar los genes de resistencia a cobalto que las 3 bacterias

analizadas presentan en su genoma.

Algunos de estos genes corresponden a transportadores inespecificos de cationes
divalentes (corA, corB, apaG, fieF, mntH) y se encuentran en todas las bacterias
estudiadas, por lo que estos genes no son suficientes para explicar la diferencia entre
las concentraciones inhibitorias minimas. Los genes analizados que explican el hecho
de que E. coli sea mas resistente que P. aeruginosa, son isc y suf, los cuales
corresponden a familias de chaperonas que se encargan de mantener la estructura (y
reparacion) de los centros hierro azufre en las proteinas intracelulares. Estos no estan
presentes en el genoma de P. aeruginosa, pero si en Pseudomonas D1N5.1y E. coliy,
de hecho, han mostrado ser uno de los principales mecanismos por los cuales este

ultimo es capaz de tolerar altas concentraciones de cobalto (Ranquet y col., 2007).

Por otro lado, los genes czc se han descrito como los principales responsables de la
tolerancia a cobalto, cadmio y zinc en variados géneros bacterianos como Cupriavidus
(Monchy y col., 2007), Caulobacter (Hu y col., 2005), Sinorhizobium (Rossbach y col.,
2008) y Pseudomonas (Hu y Zhao, 2007). Estos genes otorgan resistencia a los

microorganismos portadores a través del exporte de estos iones. Se ha visto que al
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haber mutaciones especificamente en el gen czcA se genera una sensibilidad a cobalto
que puede reducir la CIM del microorganismo a menos de la mitad en comparacion con
el mismo microorganismo sin mutaciones (Intorne y col., 2012). Es por esto que se
propone que estos transportadores son los que efectivamente estan relacionados a la

alta tolerancia a cobalto observada en Pseudomonas D1N5.1.

4.3 Cuantificacion de litio soluble en cultivos de Pseudomonas D1IN5.1 con LCO

Para la cuantificacion en este trabajo se utilizé una concentracion de 9% (m/v), hasta 30
veces mas alta de lo que se utiliza en la literatura actual. Hablando en términos de
concentraciones molares, se encontraron cantidades de iones litio comparables con lo
descrito. En el trabajo de biorrecuperacion con A. thiooxidans y A. niger de Biswal y col.,
2018, que corresponde a la biolixiviacibn de LCO mas eficiente hasta la fecha se
obtienen concentraciones desde 16,4 mM a 24,9 mM de litio, lo cual es similar a la
concentracion de 12,8 mM de litio encontrados luego de 4 semanas de incubacion en
este trabajo. Es por esto que, con miras a una posible aplicacién tecnoldgica, el
rendimiento de Pseudomonas D1IN5.1 puede ser compensado por su resistencia al
LCO, generando concentraciones molares de litio comparables a los trabajos actuales,

pero en condiciones de pH neutro y temperatura ambiente.

4.4.1 Proximidad espacial

Se ha descrito que en biolixiviaciones con microorganismos ambientales se puede
encontrar material biol6gico adherido a los cristales de LCO (Hartono y col., 2017), razon
por la cual en este trabajo se exploré esa posibilidad. La observacion macroscoépica
demuestra que tanto Pseudomonas D1N5.1 como P. aeruginosa son capaces de

producir biopelicula, sin embargo, las observaciones microscépicas parecen indicar que
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la generacion de estas estructuras tiene objetivos diferentes en cada caso. En el caso
de P. aeruginosa no se observo biopeliculas en los cristales suspendidos en el cultivo,
lo que puede significar que la biopelicula que forma este microorganismo, y que se
observa en las paredes del tubo, tiene el objetivo de mantenerlo fisicamente protegido
de los cristales de LCO o de las pequefias cantidades de litio o cobalto que se puedan
estar liberando desde ahi. Esto se piensa porque la produccion de biopelicula ha sido
descrita como un mecanismo de proteccion ante la presencia de altas concentraciones
de metales pesados (Chien y col., 2013), por lo que es muy probable que el LCO o las
pequeias cantidades de litio o cobalto que se liberen desde el cristal hacia el medio
estén desencadenando esta respuesta en P. aeruginosa. Por el contrario, al mirar los
cristales de LCO en suspension en el cultivo de Pseudomonas D1N5.1 se observan
claramente estructuras extracelulares tipo biopelicula recubriendo los cristales de LCO,
ademas de observarse la presencia de bacterias espacialmente proximas a dichos

cristales.

Las consecuencias de generar estas biopeliculas adheridas a los cristales deben ser
analizadas desde un punto de vista mas integral. Por una parte, se mostré6 que esta
bacteria es tolerante a concentraciones de cobalto de hasta el doble o el triple que otros
microorganismos (E. coli y P. aeruginosa respectivamente), razén por la cual,
independiente de la razén por la que la biopelicula se forme, Pseudomonas D1N5.1 no
se veria afectado al encontrarse tan proxima a los cristales considerando la
concentracion de iones litio medidas en el cultivo. Sin embargo, no se tiene una razén
especifica acerca de por qué esta bacteria genera estas estructuras alrededor de los
cristales de LCO. Una posible explicacion de este fendmeno tiene que ver con el nicho

de origen de la bacteria, pues esta fue aislada desde regiones desérticas, por lo que
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una alta tasa de formacion de biopeliculas estaria asociada a la proteccion ante los
peligros tipicos de un ambiente hostil desértico, como lo es la proteccion ante la
radiacién ultravioleta, mantencion de la humedad debido a las altas temperaturas y
proteccion ante dafios mecénicos (Yin y col., 2019). Es por esto que se piensa que la
produccién de biopelicula que recubre los cristales de LCO por parte de Pseudomonas
D1IN5.1 podria estar asociada a una produccion basal de biopelicula que recubre
cualquier superficie sobre la que este microorganismo se pose, ya sean los cristales de
LCO o el plastico del tubo Falcon, como se muestra en las observaciones
macroscopicas. Esta hipotesis se apoya también en el hecho de que el ensayo de
cuantificacién de biopelicula mostré que en ausencia de metales este microorganismo
es igualmente capaz de formar esta biopelicula en el plastico de los pocillos de la placa

multipocillos, incluso cuando no hay metales presentes en el cultivo.

4.4.2 Produccién de biosurfactantes

Se ha descrito en multiples ocasiones la capacidad de P. aeruginosa para generar
biosurfactantes, principalmente para solubilizar micronutrientes (Kiran y col., 2015). Sin
embargo, en este trabajo no se detectd la presencia de biosurfactantes en los cultivos
de P. aeruginosa suplementados con LCO. Una de las principales razones por las que
se cree que esto ocurre es porque la produccion de biosurfactantes por parte de P.
aeruginosa ha demostrado estar asociada a la modificacion de la arquitectura de su
propia biopelicula (Davey y col., 2002), aumentando su porosidad y por tanto
maximizando el &rea de contacto entre la estructura extracelular tipo biopelicula y el
medio de cultivo. Como en este caso los medios de cultivo estaban suplementados con

LCO, se puede sugerir que P. aeruginosa suprimiria su produccion de biosurfactantes



46

para minimizar su contacto con el compuesto toxico, razon por la cual no se detecto

ningun tensoactivo en los ensayos realizados.

Los biosurfactantes han sido conocidos por sus capacidades para emulsificar sustancias
insolubles (Desai y Banat 1997) y recientemente se han descrito distintos
biosurfactantes que desadsorben micronutrientes y se acomplejan con cationes
disueltos (Vigneshwaran y col., 2016). Estas caracteristicas estan relacionadas a la
naturaleza del biosurfactante (Smyth y col., 2010) y aunque no se logré determinar la
naturaleza exacta del biosurfactante producido por Pseudomonas D1N5.1 a través del
analisis genomico, el experimento de su efecto sobre el crecimiento bacteriano en
presencia de metales pesados parece indicar que es capaz de reducir la

biodisponibilidad de éste, contribuyendo positivamente al crecimiento de E. coli.

Como Pseudomonas D1N5.1 es un aislado desértico, especificamente de los salares
de litio en el desierto de Atacama, ha evolucionado en un ambiente deficiente en
nutrientes por lo que es altamente probable que la constante produccion de
biosurfactante por parte de esta bacteria contribuya activamente a la solubilizacion de
micronutrientes, aumentando sus posibilidades de supervivencia (Kiran y col., 2014).
Ademas, Pseudomonas DI1N5.1 cuenta con los mecanismos necesarios para
protegerse de la solubilizaciébn de compuestos potencialmente toxicos, como son los
transportadores de cationes divalentes, las familias de chaperonas de mantencion de
los centros hierro azufre y los transportadores especificos para cationes divalentes de
alto peso molecular. Como fue mencionado anteriormente, el biosurfactante también
puede estar contribuyendo a la resistencia a cationes toxicos en el medio, mientras que

la produccion de biopelicula le conferiria resistencia a diversos tipos de estrés ambiental.
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CONCLUSIONES

El aislado desértico Pseudomonas rhodesiae DIN5.1 se presenta como un buen
candidato para solucionar los problemas actuales que enfrenta la industria de
biolixiviacion de baterias de LCO, como son los cultivos acidos y temperaturas altas.
Esto debido a su alta tolerancia a metales, permitiéndole resistir hasta 30 veces la
concentracion de LCO utilizada en la literatura disponible y alcanzando concentraciones
de litio en solucion de hasta 12 mM a las 4 semanas de incubacion. Dadas las
condiciones de cultivo de pH neutro y 28 °C se puede concluir que esta solubilizacién
ocurre a través de un mecanismo diferente a los actualmente reportados (biolixiviacion
acida), por lo que se abre un gran potencial para el estudio de biolixiviaciones con
microorganismos ambientales. Una profundizacion en el estudio de estos mecanismos
es clave para lograr una eficiencia competitiva con respecto a los microorganismos

biolixiviantes de LCO descritos hasta la fecha.
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Figura 1. Espectro de absorbancia cobalto. Se muestran las unidades arbitrarias de
absorbancia que una solucién de medio minimo M63 suplementada con 100 mM de Cloruro de
cobalto tiene desde los 300 a los 700 nm en saltos de 5nm. Se puede observar que sobre los
550 nm su absorbancia es minima.
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Figura 2. Cristales de LCO en cultivo de P. aeruginosa. Se muestran 10 campos distintos correspondientes a la muestra de
cristales de LCO en suspension extraidos desde el cultivo de P. aeruginosa. Los aumentos son 400X en (A) y 1000X en los
campos desde la (B) hasta la (J). Los campos (K) y (L) corresponden a aumentos digitales del campo mostrado en (J) de 2000

y 3000X respectivamente
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Figura 3. Cristales de LCO en cultivo de Pseudomonas D1N5.1. Se muestran 7 campos
distintos correspondientes a la muestra de cristales de LCO extraida desde el cultivo de
Pseudomonas D1N5.1. Los aumentos son de 400X en (A) y 1000X en los campos desde la (B)
ala (G). Los campos (H) e () corresponden a un aumento digital 2000X de los campos (G) y (C)
respectivamente.
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Muestra H,O P. DIN5.1 P. aeruginosa E. coli M63 1% SDS
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Figura 4. Screening ensayo de la gota. Se muestran los resultados de la medicién de angulos de contacto entre las distintas muestras y la superficie
hidrofébica. El ensayo se realizd 2 veces, y para esquematizar la forma de medicion se muestran las fotos tomadas a las gotas con sus respectivos
aumentos solo del segundo ensayo. Como se puede observar, la variacion entre muestras de una medicion es en algunos casos menor que la variacion
entre mediciones. Aunque algunos patrones se repiten entre mediciones, se decide descartar este ensayo como indicador de produccion de
biosurfactantes



