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"Non, mille fois non, il n° existe

pas une catégorie de sciences aux
quelles on puisse donner le nom de

sciences appliquées.

Il vy a la science et les applica-
tions de 1la science, 1liées entre
elles comme le fruit & 1l arbre qui
1°apporte.”

(Pasteur, 1871)

No, mil veces no, no existe una ca-
tegoria de ciencia que pueda lla-
marse ciencia aplicada.

Estdn la ciencia y las aplicaciones
de la ciencia, relacionadas entre
ellas como la fruta al arbol que la
porta.

(Pasteur, 1871)
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RESUMEN



Considerando que existe mayor probabilidad en la expresién de ge-
nes entre bacterias relacionadas, se obtuvo una coleccién de ce-
pas del género Thiobaclllus seleccionadas segun loe fenotipos
asociados a resistencias de tipo enzimatico a distintos metales
inhibidores. Entre estas cepas se seleccionaron aquéllas que pre-
sentaron resistencias maltiples a los iones metdlicos que son in-
hibidores de T. ferrooxlidans con la expectativa de que, al igual
que sucede en otras especies, estas resistencias pudieran estar

codificadas en un plasmido unico.

Se determinaron 1los patrones plasmidicos y 8e purificaron los
pPlasmidos de las cepas con resistencias miltiples. Uno de estos
prlasemidos fue transferido a una cepa de k. coll, obteniéndose un
notable incremento en las resistencias a los iones metdlicos in-
hibidores de T. ferrooxidans (Hg2+, Ag+, Cd2+, Te203s, Ag0O2-, vy
HAsO4=), en asociacién con los fenotipos caracteristicos. Esto
indicé que el plasmido codifica resistencias miltiples a dichos
iones, cuyos genes provienen de una especie de Thiobacillus.

Por enriquecimiento y aislamientos a partir de muestras de mine-
rales nacionales se constituyé un banco de cepas bacterianas que

responden a las caracteristicas de T. ferrooxidans.

Se analizé el crecimiento de las cepas asi obtenidas, comparando-
lo con una cepa de colecciédn de T. ferrooxidans en medio ferroso
agarizado, a fin de obtener un método adecuado de plaqueoc. Se
descubrié que el principal problema en la obtencién de colonias
en corto tiempo, reside en el contenido de agua del medio. Se de-
sarrollé también un método de obtencidédn de colonias en un medio
ferroso sin agarizar, constituido por una fina capa de sales de-

positadas sobre el vidrio de una placa.



El requerimiento de un alto grado de deshidratacién del medio,
para el crecimiento rapido de estas bacterias, permite caracteri-
zarlas como microorganismos Xerofilicos (del griego: amantes de

lo seco).

En vista del corto tiempo requerido para la obtencidén de colonias
en estas condiciones (24 hse), se determinaron los tiempos de ge-
neracién de las cepas en medio 1liquido y adheridas al sustrato
s6lido (altamente deshidratado). Se encontré que en medio liquido
el tiempo de generacidn de distintas cepas oscila entre 7 y 11
hs, en tanto que adheridas a un medio sb6lido deshidratado, oscila
entre 20 y 30 minutos. Estos resultados se analizaron en funcién
de la principal barrera técnico-econémica de los actuales proce-
Bos biohldrometaliGrgicos, caracterizados por una baja velocidad

de multiplicacidén bacteriana.

Por microscopia de scanning se analizaron las relaciones microor-
ganismo-producto cristalino, que se establecen durante la coloni-
zacién bacteriana del sustrato. Se encontré que el producto de la
actividad bacteriana en medios deshidratados se encuentra en es-
tado cristalino, y que las bacterias van quedando, al menos tem-

poralmente, ocluidas en el cristal que forman.

Por aplicacién de las condiciones anteriores, se estudié el cre-
cimiento bacteriano y la bio-oxidacién de distintos sulfuros me-

tdlicos sintéticos, concentrados y minerales.

Se arribdé a conclugiones respecto de las condiciones que indepen-
dizan el crecimiento bacteriano del nitrégeno amoniacal, sugi-
riendo una elevada eficiencia en la fijacién de nitrdgeno, en me-
dios deshidratados. Se propone que el cristal en el que las bac-
terias van quedando ocluidas, protege al sistema nitrogenasa del

oxigeno.



Se analizé la cinética del crecimiento de T. ferrooxidans en fun-
cién del aumento de la masa proteica y del contenido de agua en
el medio, Yy su correlacidén con la cinética de bio-oxidacién de

sulfuro cuprico.

Se determindé que las cepas de T. ferrooxidans son resistentes a
los iones metdlicos que resultan inhibidores en medio 1liquido,
cuando el grado de deshidratacién de un medio sbélido es el reque-

rido para el desarrollo 6ptimo de la bacteria.

La obtencién de plasmidos con miltiples resistencias, provenien-
tes de especies de Thiobacillus y el conocimiento del contenido
de agua en un medio sélido, en el cual el T. ferrooxidans es sen-
sible a los iones metadlicos, crean un marco mas adecuado para

trabajar en el desarrollo de una metodologia de transformacién

para T. ferrooxidans.

Tanto en medios ferrosos como en sulfuros metdlicos, se descu-
brieron fen6émenoe de translocacién bacteriana en superficies, que
no habian sido descriptos en estas bacterias y que podrian apli-

carse con fines tecnolégicos.



ABREVIATUORAS



-V = 2 Ampicilina
B 2 Grados centigrado
O Células
B e e e e e e e e e Escherichia
3 0 Acido etilendiamino tetraacético
- Gramo
4 <2 Kilobases
L et it et ettt s e Litro
1~ Miligramo
1 1« L S Minutos
10 P mililitro
v Oxido metalico
5L Sulfato metdlico
1 Sulfuro metalico
NaACO. ... e e e e Acetato de sodio
¢ Nanémetros
=352 Peso en volumen
- Y- Pagina
2= Referencia
= 1 1S Revoluciones por minuto
SDS . . i e e i e Dodecil sulfato de sodio
T e e e e e e e e Thiobacillus
TCA . . e e i e e Acido tricloro-acético
= 2 Tetraciclina
Tris.......... i, 2 amino-2-hidroximetil-1,3 propano diol
L0 Ultravioleta
23 Volumen en volumen
7~ G Microgramo
Glosario

Buffer: Solucién de sustancias quimicas que mantienen el pH.

Concentrado: Un espécimen casi puro de un compuesto metalico, ex-
traido de minerales por procedimientos de metalurgia

extractiva.
Pellet: Material que queda adherido al fondo de un tubo lue-

go de una centrifugaciodn.



INTRODUCCION



Biometalurgia

La metalurgia extractiva puede definirse como el conjunto de tec-
nologias requeridas para extraer metales a partir de sus respec-

tivos minerales (1).

Los metales, salvo raras excepciones como los metales nobles, se
encuentran en sus respectivos yacimientos en forma de compuestos
quimicos, en general insolubles, que deben ser descompuestos para

extraer de ellos la forma libre del metal.

Segin los procesos tradicionales de metalurgia extractiva, esto
se logra a través de varias etapas que se esquematizan en la Fi-
gura 1. Por andlisis de la misma surge el elevado consumo de
energia, la demanda de reactivos quimicos, la contaminacién am-
biental dada por polvos y gases, y los elevados costos de inver-

6ién implicados.

La Biometalurgia es la tecnologia referida a la oxidacién biolé-
gica de sulfuros metalicos insolubles por microorganismos acidé-
filos, que los convierten en sulfatos metdlicos solubles facil-

mente separables (2-6).

Aunque los términos Biometalurgia, Bilomineria o Bilolixiviacién
son relativamente nuevos, se cree que la recuperacién de cobre a
partir de drenajes de minas por biolixiviacidén ha sido explotada
desde 1000 afios antes de Cristo. Aunque tales operaciones mineras
son dificiles de documentar, se sabe que la biolixiviacién de co-
bre en gran escala se practicd en las minas de Rio Tinto en Espa-
fla durante el siglo XVIII. Estos antiguos mineros recuperaban co-
bre de sitios de lixiviacién natural sin saber que el rol activo
del proceso era ejercido por bacterias. Recién en la década del
sesenta de este siglo fue reconocido el papel que juegan en este
proceso los organismos. Actualmente, el 10% de la produccién de
cobre de Estados Unidos se obtiene por biolixiviaciédn.



Energia - - - - - - -____ »| TRITURACION

Polvo
A
:
Energia---------_-_---3] MOLIENDA }---c------ J
Energia -- - -——- - -,
t--=> FLOTACION
Reactivogs---~-—-- - ---3| (concentracién)
(Xantatos, espuman-
tes, clanuros,etc.) Polvo SO2
:A.
Energia------------- »| TosTacion | MS+02-2 > M0+502
Disolvente - - _____ __ —» LIXIVIACION
SO4H2 QUIMICA MO+S04H2—>MS0O4+H20

OBTENCION DE METAL NATIVO
(Electrélisis o Precipitacién Quimica)

Figura 1: Diagrama de flujo tipo de las operaciones involucradas

en metalurgia extractiva.



En los ultimos afios, varios paises han puesto en practica la re-
cuperacién de uranio a escala industrial por procesos biometalir-

gicos.

Se ha demostrado que por procesos biometalirgicos es posible oxi-
dar los siguientes sulfuros metélicos: pirita y marcasita (FeS2),
pirrotita (FeS), calcopirita (CuFeS2), bofnita (CusFeS4), coveli-
ta (CuS), calcosina (Cuz2S), tetrahedrita (CusSb2S7), enargita
(3Cu25.A8255), molibdenita (MoSz), esfalerita (ZnS), arsenopirita
(FeAsS), rejalgar (AsS), orpiment (As2S53), cobaltita (CoAsS),
pentlandita (Fe,NisSs), violarita (NizFeS4), bravoita (Ni-,Fe)Sz,
millerita (NiS), polidymita (Nis3sS4), antimonita (Sb2Ss), marmati-
ta (ZnS), galena (PbS), geocronita Pbs(Se,As2)Ss8,Ga2S3 y CuSe.

El creciente interés de biotecnolégos en el desarrollo de las
nuevas técnicas de “biomineria” es consecuencia de la necesidad
en la industria minera de encontrar alternativas a la metalurgia
extractiva convencional. Esta necesidad surge de la realidad mi-

nero-industrial actual:

El agotamiento de minerales de leyes altas y la conse-
cuente necesidad de explotar yacimientos que, s8i bien
tienen importantes reservas, las leyes son cada vez me-
nores con lo cual, las tecnologias convencionales im-
Plican costos cada vez més elevados al punto que, yaci-
mientos de importantes reservas metaliferas no son ex-

plotables por metalurgia extractiva convencional.

Los crecientes problemas de contaminacién ambiental
asociados a la tostacién de sulfuros minerales y a 1la

combustién de carbones ricos en compuestos azufrados.

El costo creciente del elevado consumo de energia en

los métodos convencionales.



De ahi que se prevee gque el desarrollo y optimizaciédn de las téc-
nicas biometalirgicas permitiran que compitan ventajosamente en

el desarrollo de la mineria.

Quimica de las transformaciones biometaliirgicas

Segin las condiciones de lixiviacién, el tipo de mineral tratado
Yy la bacteria presente, se han planteado dos mecanismos de oxida-
cién microbiana de sulfuros metdlicos: atagque directo y ataque

indirecto, segin se ilustra en la Figura 2.

Lixiviacién di I

En el caso de la lixiviacidén directa, el Thiobacillus ferrooxi-
dans u otra bacteria obtienen energia por oxidacién de sulfuros
metalicos insolubles convirtiéndolos en sulfatos metdlicos, solu-
bles (5,6,9). Aunque el mecanismo de 1lixiviacién directa se ha
inferido de observaciones de microorganismos adheridos a sulfuros
metdlicos en minerales sometidos a biolixiviacién (7), la mejor
evidencia provino de estudios que usaron sulfuros metalicos puros
preparados sintéticamente (8). La lncubacién de células lavadas
con sustratos sintéticos sumergidos en soluciones de lixiviaciédn,
resulté en consumo de oxigeno y solubilizacién de metal. Este
proceso se describe simplificadamente por la reacciédn:

Bacteria
MS + 202 >»MSO4 1.

donde M representa un metal.

- 11 -
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Figura 2: Esquema de lixiviacidén directa e indirecta de cal-
copirita (CuFeS2) con Thiobacillus ferrooxidans.




A modo de ejemplo se presentan las reacciones de oxidacién biold-

g€ica por via directa de algunos sulfuros metilicos.

Bacteria
FeSa2(pirita) + 3%02 + Hz20 >FeS04 + H2S504 2.
Bacteria
CuS(covelita) + 202 > CuS0+4 3.
Bacteria
ZnS(esfalerita) + 202 —»ZnS04 4.
4CuFeSz2(calcopirita)+1702+2H2504—>4CuS04+2Fe2(S04)3+2H20 5.

Lixiviacién indirecta

La bacteria Thiobacillus ferrooxidans ese capaz de obtener energia

por oxidacidén de hierro ferroso segin la reacciédn:

Bacteria
2FeS0O4 + %02 + H3S04 >» Fe2(S504)3 + Hz20 6.

El sulfato férrico resultante es un fuerte oxidante capaz de oxi-
dar y disolver una amplia variedad de sulfuros metdlicos. Este
mecanismo es el denominado indirecto, porque si bien s8e produce a
partir del sulfato férrico producido por la bacteria, procede aun

en ausencia de oxigeno o células viables (5,6,9).
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Las sigulentes reacciones ilustran sobre este mecanismo:

CuFeS2(calcopirita) + 2Fe2(S04)3——»CuSO4 + 5FeSO4 + 2S5° 7.
CuzS (calcosita + 2Fe2(S04)3—>2CuS04 + 4FeSO4 + S° 8.
CusS (colvellita) + Fe2(S04)3 —»CuSO4 + 2FeSO4 + S° 9.
UO2 + Fe2(S04)s ———> 002504 + 2FeSO+« 10.
CusFeS4(bornita) + Fe2(S504)3——>5CuSO4 + 13FeSO4 + 4S° 11.

Finalmente, el mecanismo de lixiviacién indirecta depende de 1la

regeneracion biolégica de sulfato férrico, segin la reaccidén 6.

El azufre elemental (S°) produoido segin las reacciones 7-10, es
oxidado a acido sulfirico por la bacteria Thiobacillus ferrooxi-

dans, segin la reaccién:

Bacteria
2S° + 302 + 2H20 > 2H2504 11.

De esta forma se regenera el acido sulfurico consumido segin 1las
reacciones 5 y 6, y se mantiene el pH bajo, alrededor de 2, favo-
reciendo el desarrollo de estas bacterias que, en general, son

acidofilicas.

La asociacién de estos dos mecanismos permite, por ejemplo en un
medio &cido, la conversién de CuFeSz (calcopirita) en los sulfa-

tos cuprico y ferroso, segin las reacciones 5, 7 y 11, siendo 1la

reaccién global resultante:
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5CuFeS2z + 2002——>5504Cu + 5S04Fe 12.

Por mecanismos andlogos a éstos, un elevado numero de compuestos
metalicos son factibles de biooxidacién (15) con la consecuente

solubilizacién.

Microorganismos involucrados en procesos biometalargicos

Por muchos afios se pensd que el Gnico microorganismo involucrado
en la lixiviacién de metales a partir de minerales era Thiobaci-
llus ferrooxidans. En afios relativamente recientes, se han descu-
bierto y caracterizado otros microorganismos (10,11).

La Tabla 1 presenta los principales microorganismos que pueden
participar en procesos biometalGrgicos. De ellos, el T. ferrooxli-
dans es el més ampliamente estudiado y se lo considera como el de
mayor importancia econdémica a los fines de aplicacién industrial

por varias razones:

Posee capacidad de lixiviacién directa e indirecta por

ser un oxidador tanto de sulfuros metalicos como de

hierro ferroso.

Es el microorganismo méas ampliamente difundido en am-

bientes minerales.

Posee capacidad de oxidacién de un amplio espectro de

sulfuros metalicos.



Tabla I: Microorganismos involucrados en procesos biometallGrgicos.

Nutrientes Temperatura pi
Bacterias Fuentes de Fuentes de (*C)
energia carbon Rango  Optima Rango  Optimo
Thiobacillus ferrooxidans Fe2+,5°,52-, 0z 2.0-40 28 1,0-4,8 2.0
§2082-,5s2-
amplio espec-
tro de sulfu-
ros netdlicos
Thiobacillus thiooxidans 5*,5032-,5b25s 02 2.0-40 28 1.5-5 3.0
Leptospirillum ferrooxidans Fedt (02 2.0-40 30 1.5-5 3.0
Thiobacillus organoparus 5 002,glucosa, 2.0-40 23 1.5-6 3.0
(7. acidotillus) galactosa,
fructosa,xy-
losa,ribosa,
arabinosa,
citrato
Thiobacillus thioparus 5°,52082-, (02 2.0-40 28 6-7,2 7.0
sulfuros
Thiobacillus TH1,2,3 Fe2+ §* 52032-, C0z2,extracto  I-60 5 1.1-3.5 2.7
pirita, de levadura,
calcopirita cisteina,
cistina
Sulfobacillus thermo Fe2+,5° sulfu- C02,glucosa, 30-58  50-55 1.7-4.5 2.1-2.5
sulfidooxidans ros minerales sacarosa,
' glutanina
Sulfolobus acidocaldarios §*,extracto 002,extracto 55-85  70-75 0.9-5.9 2.0-3.0
de levadura de levadura,
triptona,
peptona,ribo-
ga,ete.
Sulfolobus brierleyi Fe2+,5° ,sulfu- C02,extracto 45-75 70 2.0-7.0 1.5-2.0
ros minerales de levadura,
gacarosa, lac-
tosa,4cido
glutirico
Sulfolobus solfataricus S 00z,extracto 50-90  75-87 1.0-5.5 3.0-4.5
de levadura,
glucosa,saca-
rosa,xylosa,
lactosa,etc.




Campo tecnolégico y Areas de aplicacién

La Biogeotecnologia es la ciencia que tiene por objeto extraer
metales a partir de minerales, concentrados, rocas y soluciones
por la accidén de microorganismos o sus metabolitos a presién nor-
mal y temperatura de 5 a 90°C (4,5). Una de sus areas de desarro-
llo tecnolégico es la Biohidrometalurgia y se refiere a la oxida-
cién de sulfuros metalicos, azufre elemental y hierro ferroso por
microorganismos acidé6filos, segun se describidé anteriormente. Las
principales Areas de aplicacidén actual y en via de desarrollo de
procesos Biohidrometalurgicos son: Lixiviaciém de metales, Desul-
furizacién de carbén y Purificacién de metales preciosos. A con-
tinuacién se discuten brevemente y se presentan los principales
sistemas hasta ahora desarrollados a lose fines de explotacidn in-

dustrial.

Lixiviacién de metal

La lixiviacién bacteriana de metales tiene por objeto obtener
compuestos metdlicos solubles facilmente separables, por biooxi-
dacién de los compuestos metdlicos insolubles contenidos en los
minerales, de modo de reemplazar las costosas operaciones reque-

ridas por la metalurgia extractiva convencional.

La lixiviacion bacteriana de metalles se lleva a cabo actualmente
segin distintos sistemas que dependen de la escala y caracteris-

ticas del mineral en cuestién.

La lixiviacién microbiana 1im situ puede ser considerada como un
sistema de extraccién bajo tierra que mejora por via microbiold-
gica la disolucién de valores metdlicos a partir de minerales de
baja graduacién o leyes marginales. Las soluciones de lixiviacidén
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son inyectadas y percolan a través de la masa de rocas. Cuando se
alcanza la disolucién de los valores metdlicos deseados, las so-
luciones son colectadas por bombas para la recuperacién de 1los
metales (12,16).

La lixiviacién microbiana en botaderos es un método de solubili-
zacién de metales empleado para recuperar metales a partir de me-
nas pobres, generalmente de grados submarginales, asociados a
operaciones a cielo abilerto (open pit). Por ejemplo, las masas
minerales que contienen rocas con leyes bajas y que deben ser ex-
traidos para mejorar y/o permitir el acceso a las partes de mine-
ralizacién mas ricas. Estas rocas son acumuladas en depésitos lo-
calizados en la vecindad de la zona de explotacién y la parte su-
perior de los mismos es irrigada con soluciones conteniendo mi-
croorganismos. Estas soluciones percolan a través de la masa de
roca. Cuando la operacién finaliza, la solucién es bombeada desde
la base del depésito para la recuperaciédn de metales (2,12,15).

La lixiviacién microbiana en pilas, es un método en el que el mi-
neral triturado se apila en capas regulares sobre areas apropia-
damente preparadas. La pila es una piramide truncada. La dimen-
8ién controlante de tamafio es la altura de la pila que a su vez
se relaciona con la granulometria del mineral. La parte superior
de la pila es irrigada con las soluciones de lixiviacidén que con-

tienen microorganismos que continuamente percolan a través del

mineral (6,12).

La lixiviacidén microbiana en tanque es un proceso donde los meta-
les son lixiviados a partir de minerales y concentrados en tan-
ques Pachuca, reactores o tanques acondicionados en los que la
pulpa constituida por el mineral y la solucidén lixiviante, una
vez inoculada, es agitada y aireada en un sistema termostatizado.
En la prictica biotecnolégica, la dilucién de la pulpa expresada
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como la relacién de masa liquida y masa sdlida contenidas en una

masa de pulpa dada, varia entre 4 y 10 (13,14).

Cabe destacar que, si bien los distintos procesos de 1lixiviacién
hasta ahora desarrollados y puestos en practica tienen caracte-
risticas particulares, todos tienen un factor comin: el wmineral
se encuentra suspendido, inundado y/o sometido a percolacién con
soluciones Acidas, de modo que los microorganismos son confinados

a un wmedio acuoso.

Desulfurizacién de carbén

El carbén, junto con el gas natural y el petrdleo constituyen los
tres combustibles de mayor importancia para la provisién de ener-
gia. En el mundo existe actualmente una demanda constantemente
creciente por la explotacidén del carbén (19). Sus princlpales

aplicaciones son:

Produccidén de energia eléctrica por combustidén de car-
bén. Por esta via se obtiene en prmedio el 30% de 1la
energia eléctrica mundial (Estados Unidos: 35%,
U.R.S.S.: 42%, China: 80%).

Produccién de coque para la industria siderurgica.
Industria del cemento.

Materia prima de la carboquimica para la produccién de

combustibles liquidos.



Por sus aplicaciones y por la creciente demanda, el carbdén repre-
senta la explotacién minera de mayor significado econémico en el
mundo. Actualmente s8e consumen 3.200 millons de toneladas por
aflo. Los estudios de mercado de las necesidades actuales y la
proyeccién antes de la actual crisis del petrdleo arrojaban para
el afio 2.000 una demanda de 6.800 millones de toneladas.

El carbén fue el eje de la politica econémica mundial durante el
siglo XIX. En el siglo XX ese rol le correspondié al petrdleo. No
obstante, las cifras anteriores dan cuenta del protagonismo del

carbén en este siglo.

Sin embargo, a pesar de ser una de las fuentes energéticas mas
abundantes, la explotacién de nuevos yacimientos se encuentra li-

mitada por el contenido de azufre en el carbén (17,19,20).

El contenido total de azufre de diferentes tipos de carbén varia
entre 0,5 y 7% y estd presente como compuestos organicos o inor-
ganicos. El azufre elemental se presenta raras veces. El conteni-
do de azufre organico es en general bajo, menor de 0,8%. La mayor
parte del azufre inorgénico se presenta en forma de pirita (FeS2)
como particulas finamente diseminadas. Dependiendo del tipo de
carbén, el contenido de azufre piritico varia entre 0,5 y 6X. La

Figura 3 muestra la estructura quimica de un carbén bituminoso

con pirita (FeS) asociada.

La combustién del carbén con alto contenido de azufre resulta en
emisiones a la atmésfera de concentraciones de SOz que exceden
considerablemente los niveles admisibles: < 80 pg/m3. En la at-
mésfera el SO2 se oxida a S032- y posteriormente a S042-. Con las
precipitaciones, el acido sulfuroso y sulfirico llega a la tierra
en forma de lluvias &cidas con los consecuentes perjuicios a la
vegetacién, animales y a la salud humana. La Figura 4 muestra un

esquema de este fendmeno.



Figura 3: La estructura quimica de carbén bituminoso con

(FeS2) asociada.

pirita

o 94 =




N ATMOSPHERE

- <
HS0, AN\
' SULFURIC Aczo‘.}.:\ \

FeS,+ 3% 0, + H,0 —sFeso, + H,S0,

T ferroxidans

Figura 4: Esquema representativo de la oxidacién de azufre via

combustidén y via metabolismo microbiano.
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Una estacién de combustién de carbdédn que genera el 75% de 1la
electricidad del Reino Unido, quema carbones que van de 0,9 a 4%
en pirita, con lo cual libera a la atmésfera 1,4 millones de to-

neladas de azufre por afio.

Se ha calculado que en el mundo se liberan 100 millones de tone-

ladas de azufre por afio.

De ahi que las disposiciones que regulan la calidad del aire en
la mayoria de los paises altamente industrializados, han estable-
cido niveles de SO2 en la atmésfera que establecen un limite su-
perior de 0.03 ppm como concentracién media aritmética anual. De-
pendiendo de las escalas de explotacién en cada pais, esto res-
tringe la posibilidad de combustidén solamente a aquellos carbones

cuyo contenido en azufre total sea menor de 1.0-1.5%.

En afios recientes 8e ha intensificado la bisqueda de métodos
efectivos para desulfurizacidén de carbédn. Ante la actual crisis
del petréleo, Estados Unidos estéd instrumentando y apoyando fir-
memente el desarrollo tecnolégico para la desulfurizacidén de car-

bén (17).

Los métodos fisicos y quimicos tradicionales, tales como flota-
cién, separacidn magnética, hidrogenacidén, etc., no son efecti-
vos, operan a altas temperaturas y presiones, e implican costos

energéticos que los hacen inaplicables en la industria del carbén

(19,20).

Desde que se aislaron cepas de Thiobaclllus ferrooxidans de dre-
najes acidos de minas de carbdén (18), se generd interés en la po-

tencial explotacidén de este microorganismos para oxidar los mine-

rales piriticos y azufrados presentes.

El T. ferrooxidans obtiene energia por oxidacién en aeroblosis de
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pirita (FeSz) y azufre nativo, segin las reacciones que se indi-
can en la Figura 4, produciendo compuestos solubles de facil se-
paracién, sobre todo si se considera que el carbdn antee de en-
trar a las usinas, pasa por un proceso de preacondicionamiento

que comprende el pasaje por torres lavadoras (19).

La oxidacién y solubilizacién biolégica de pirita y S° en el car-
bén se produce por microorganismoe y mecanismos equivalentes a
los de la lixiviacidén bacteriana de metales. La diferencia reside
en que en la lixiviacién de metales, el producto de interés queda
solubilizado en la solucidén y el sélido constituye el residuo, en
tanto que en la desulfurizacién de carbdén, la solucién es el re-

siduo y el s8élido constituye el producto de interés.

Varios trabajos han demostrado la potencialidad de la via micro-
bioldégica para la desulfurizacién de carbén (21-24), pero 1la
aplicacién industrial tropieza ain con la lentitud del proceso.
No obstante, los progresos en este Area sugieren que la desulfu-

rizacién de carbén via microbioldégica estd en el horizonte.

Purificacién de metales preciosos por liberacidén de sulfuros mi-
nerales

Se ha demostrado gque, cuando concentrados que contienen pirita
(FeS2), arsenopirita y oro finamente disperso y asociado a 1los
anteriores, se someten a biolixiviacidén, se produce la solubili-
zacién de la mayor parte de los sulfuros minerales. Esto hace
que, en la etapa de cianuracién posterior para la recuperacién de
oro, los rendimientos de recuperacién se incrementen notoriamente

(5,25).

Los minerales a partir de 1los cuales la recuperacién de oro era
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menor al 50% con el tratamiento por cianuracién solamente, la re-
cuperacién aumentdé a més de 90% cuando se pretrataron con T. fe-

rrooxidans antes de la cianuracién.

Consideraciones sobre la optimizacién de los procesos biohidrome-

talargicos

Esta tecnologia ha desperado interée mundial por las ventajas po-

tenciales que tiene respecto de los procedimientos convencionales

de metalurgia extractiva:
BAJO CONSUMO DE ENERGIA
BAJO CONSUMO DE REACTIVOS QUiMICOS
REDUCIDOS COSTOS DE INVERSION

ES UN PROCESO LIMPIDO QUE NO PRODUCE CONTAMINACION AM-
BIENTAL

AL MOMENTO PERMITE LA EXPLOTACION ECONOMICA DE YACI-
MIENTOS DE BAJA LEY

Sin embargo, en el estado actual de desarrollo, la aplicacién de
esta tecnologia requiere de largos periodos de procesamiento,
desde varios meses a afios para obtener recuperaciones aceptables.
La velocidad de lixiviacién es baja y esto es atribuible a la ba-
ja velocidad de multiplicacién de las bacterias intervinientes.

El tiempo de procesamiento constituye de por si una significativa
barrera técnico-econémica a 1los fines de aplicacién industrial.
Ademas, la baja velocidad de lixiviacidén impone la necesidad de
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operar con grandes masas de minerales que, en general, quedan so-
metidas a variaciones climaticas, lo cual impide el control fino
de los sistemas que se tornan fluctuantes, errdticos y en conse-
cuencia con resultados no constantes ni previsibles en el tiempo.

El incremento en la velocidad de lixiviacién o biooxidacién, y en
la velocidad de multiplicacién bacteriana, es ciertamente el me-
joramiento mids esperado (2). De alli que el estudio de las carac-
teristicas fisiolégicas, condiciones de desarrollo y crecimiento
de microorganismos con respecto a la oxidacién de compuestos me-
télicos, aplicado a la solucién de los problemas tecnoldgicos an-
tes enunciados, es una importante area de investigacién actual.

Existen expectativas empresarias en el mejoramiento de la capaci-
dad biolixiviante de los microorganismos por técnicas de Ingenie-
ria Genética (26,27). Una de las propiedades que es factible me-
jorar, como se vera m&s adelante, es la tolerancia a metales té-
xicos, que normalmente estdn presentes en muchos minerales. La
tecnologia de modificacién genética del Thiobacillus ferrooxidans
no ha avanzado tanto como la de otras especies, fundamentalmente
por las condiciones inusuales requeridas para su crecimiento vy
por las dificultades encontradas en laboratorio para la obtenciédn

de colonias en medio sblido agarizado.

La falta de conocimientos acerca de 1los mecanismos exactos que
posibilitan la biodegradacidén de minerales y de las interacciones
bacteria-sustrato insoluble, se considera un serio problema que
interesa resolver (2), entre otras razones porque ello hace in-
ciertas cudles son las caracteristicas bacterianas que podrian

ser genéticamente alteradas para mejorar las capacidades de lixi-

viacién microbiana.

En el marco de lo antes descripto se encuadran los objetivos de

esta tesis.
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Fislologia y metabolismo de 7. ferrooxidans

El 7. ferrooxidans es una bacteria acidofilica, mesofilica qui-
miocautotréfica, y constituye el microorganismo més importante en
los procesos biohidrometalurgicos. Siendo un miembro del género
Thiobacillus pertenece al grupo de bacterias que es capaz de ob-
tener la energia para el crecimiento y mantenimiento celular a
partir de la oxidacién de compuestos reducidos de azufre o de 1la
oxidacidén de Fe2+ a Fe3+ usando 02 como aceptor electrdnico (28).

Al microscopio electrénico, el T. ferrooxidans muestra un alto
g8rado de polimorfismo: células grandes en forma de varilla con
los extremos redondeados (1,6-1,7 pu de largo por 0,3-0,7 ul de
ancho), o bien células esféricas, ovoides o alargadas (0,6-0,7 nu
de largo por 0,3-0,4 p de ancho). Las microfotografias muestran,
ademas, la pared caracteristica de los organismos Gram—-negativos

(29-32). Diferentes cepas pueden poseer flagelo y/o pili (33).

Las vias metabdlicas en T. ferrooxidans corresponden a las usua-

les en microorganismos quimiolitotréficos.

Fuente de carbono

El T. ferrooxidans fija CO2 a través de un ciclo de Calvin (28,
34,35). La reaccién global del ciclo de Calvin se puede represen-

tar de la siguiente forma:

3C02+9ATP+5H20+6NADH—» HCOCHOHCH20H2PO3+9ADP+6NAD+8H3P04

La operacién del ciclo requiere ATP y del complejo reductor COz2-
NADH que son sintetizados a través de las reacciones de oxidacién
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y constituyen las moléculas de acoplamiento con las reacciones

anabdlicas.

La oxidacién del hierro ferroso y de los compuestos reducidos de
azufre proveen la energia requerida para la fijacidén de didxido

de carbono y otras funciones metabdlicas.

Debido a su potencial de oxidoreduccidén, el Fe2+ es incapaz de
reducir el NAD requerido para la fijacidén autotréfica de diédxido
de carbono. El1 Thiobacillus ferrooxidans posee una cadena respon-
sable del flujo de alrededor del 10% de la cantidad total de
electrones (11). Considerando los potenciales de quinona, cito-
cromos (C1 y b) y ferredoxina, se ha sugerido que ellos estan in-
volucrados en este proceso. Una via posible de esta transferencia

invertida de electrones es el ciclo-Q (37,38) que se representa

en la Figura 5.

pH2 , | ” pH7
W7
Q Q
H—T 1180
QH * Y, Q___._H *
Qtﬁo o
=T o
QHp* QH-
Fp2+/3+ '_—'1800_ t -
QHo '—'—"QHQ.

Figura 5: Representacidén esquemética del flujo reverso de elec-

trones en Thiobacillus ferrooxidans.
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Solamente la ubigquinona puede servir como un carrier de electro-
nes y protones, debido a la elevada diferencia de potencial entre
las formas oxidada y reducida. Debido a su elevado potencial, 1la
ubiquinona reducida puede aceptar electrones probablemente trans-
feridos desde el citocromo c¢. Los sitios de oxidacién y reduccidn
de la ubiquinona son las superficies interna y externa de la mem-
brana citoplasmatica, respectivamente. Los electrones de la ubi-
quinona oxidada son transferidos al NAD por un carrier como la
ferredoxina. El ciclo Q se sustenta por el potencial quimico, ge-
nerado por la diferencia de concentracién de ién hidrégeno a am-

bos lados de la membrana.

Metabolismo energético

Los procesos bioenergéticos ocurren en la membrana citoplasmatica
que contiene los citocromos, los cuales constituyen los componen-
tes mas importantes de la cadena de transferencia de electrones.

Esta cadena de transporte de electrones actiia como mediadora en-
tre los dos componentes de la reaccién global de oxidacién de

hierro ferroso, de la siguienfe forma:

2Fe2+ — 5 2Fe3+ + 2e-

2e- + %02 + 2H+——— H20

2Fe2+ + %02 + 2H+ ———» 2Fe3+ + H20
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La Figura 6 muestra el esquema de la transferencia de electrones

y sintesis de ATP durante la oxidacién de Fe2+. Egta transferen-
cia conduce a la generacién de un potencial electroquimico que da

lugar a la sintesis del ATP

requerido para la fijacién de COz2 y

otras funciones del metabolismo intermediario.

pPH 2.0

2Fe2+\

2Fe3+i[7

2H+

Membrana
citoplasmatica Matriz
pH 5.0-6.0
2e- /Pﬁzo
\\&Oz + 2H+
/,_\\(/+ ATP
» 2H+
\\—/}kxADP + Pi
) H20 >
< = >

Figura 6: Representacidén esquematica de la fosforilacidén oxidati-
va en Thiobacillus ferrooxidans a partir de hierro fe-

rroso.
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De acuerdo con los céadlculos de Tuovenin y Kelly (39), la oxida-
cién de dos iones Fe2+ resulta en la sintesis de una molécula de
ATP.

La cadena de transporte de electrones involucra a la rusticianina
y a los citocromos ¢, c1 y a1, seglin se ilustra en el esquema de
la Figura 7.

Los estudios espectrofotométricos del estado de oxidoreduccién de
estos citocromos han revelado la siguiente secuencia en la cadena

de transferencia de electrones (40):
rusticianina_ jcyt. c—scyt. cl—scyt. a1—-» 02

La rusticianina, una proteina compuesta de una cadena polipepti-
dica simple con un a&tomo de cobre, es el aceptor inicial de elec-
trones (41,42).

Envoltura Membrana

celular citoplasmatica

2Fe2 +> (Rusticyanina> <cyt .
2Fe3+

Figura 7: Representacién esquematica de la transferencia de elec-
trones durante la oxidacidén de hierro ferroso en Thio-

bacillus ferrooxidans.
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Por definicién, para que una especie bacteriana sea miembro del
género Thiobacillus, debe ser capaz de utilizar la oxidacién de
compuestos de azufre inorgénicos para cubrir sus requerimientos

energéticos.

Los mecanismos de oxidacién de compuestos de azufre en Thilobacli-
llus ferrooxidans son similares a los de otras especies del géne-
ro Thiobacillus (43,44,11,45).

Los sulfuros metalicos, el azufre elemental, el tetrationato y el
tiosulfato, permiten el crecimiento de 7. ferrooxidans. En la ma-
yoria de las especies de Thiobacillus estudiadas, el sulfito es
la molécula intermediaria clave. La energia se produce por oxida-
cién de sulfito a sulfato a través de las enzimas sulfito oxidas,
ADP gulfurilasa, APS reductasa y adenilato quinasa.

En algunas especies de Thiobacillus, la oxidacién de sulfuros
constituye un proceso de dos etapas (46). En la primera etapa,
caracterizada por una baja velocidad, una proteina que contiene
cobre parece ser el aceptor primario de electrones. La segunda
etapa de la oxidacién de sulfuro estd asociada con la fraccién de
membrana donde los electrones son transferidos a lo largo de la
cadena respiratoria, que comprende los citocromos b, ¢ y a. La
reaccién de oxidacién de sulfuros se puede representar de la si-

guiente forma:

S—>Cu-proteina—flavinas?—cyt. b—cyt. c—cyt. 4d—>02

Primera etapa Segunda etapa
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La Figura 8 muestra un esquema de la oxidacién de compuestos re-

ducidos de azufre por especies del género Thiobacillus.

Membrana
citoplasmatica
Sa2- &
S° cadena de %02 + 2H+
82032-111:::::50327 e transferencia
de electrones Hz20
S042-

ATP

2H+ (gZH+

ADP + Pi

Figura 8: Representacidén esquemética de la oxidacidén de compues-

tos reducidos de azufre en Thiobacilos.

- 33 A




Interaccioén bacteria-sustratos ingolublesg

La oxidacién y consecuente solubilizacién de sulfuros metdlicos
por Thiobaclllus ferrooxidans ha sido probada ensayando sulfuros
metidlicos sintéticos como tnica fuente de energia (47-49). No
obstante, lo que no estéd claro son los mecanismos fundamentales
que ocurren cuando las células bacterianas y los sulfuros minera-
les interactian, ni el mecanismo de la destruccién de la estruc-

tura del sulfuro mineral (50).

La primera etapa de la interaccidén bacteriana con sustratos inso-
lubles parece ser el contacto o adsorcién de las células sobre la

superficie mineral (51-54).

A partir de este contacto, el sustrato podria ser atacado bioqui-
micamente. Se presume que en primera instancia la célula produci-
ria enzimas extracelulares capaces de destruir o distorsionar 1la
estructura cristalina a fin de permitir la subsecuente oxidacién
biolégica. No obstante, nada se sabe acerca de la naturaleza de
este contacto, de los componentee celulares involucrados en él1, o

de las condiciones fisico-quimicas que lo gobiernan.

Por todo lo expuesto, la investigacidén en este area ain oscura,
de la interaccidén bacteria-sustrato, puede aportar datos signifi-
cativos a los fines de optimizaclidén de los procesos biohidrometa-

largicos.

Filacidn de nitrégeno

Aunque Thiobaclillus ferrooxidans ee muy eficiente en la utiliza-
cién de nitrégeno amoniacal, la escasez de esta forma de nitrége-
no en los minerales puede limitar seriamente la eficiencia de los

procesos biohidrometalirgicos (55). Por otra parte, el agregado
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de nitré6geno amoniacal a las soluciones de lixiviacién implica un

significativo costo adicional.

La capacidad de fijar nitrégeno atmosférico es importante para
cualquier organismo que haya evolucionado en ambientes carentes
de otras fuentes de nitrégeno. MacKintosh (36) demostrdé por in-
corporacidén de 15Nz en el material celular que el T. ferrooxidans

es capaz de fijar nitrégeno atmosférico.

Aunque las condiciones figioldégicas para la fijacién de nitrégeno
son relativamente variables, la enzima nitrogenasa que estd ex-
clusivamente conservada es por ello muy sensible al oxigeno. Como
T. ferrooxidans es un aerobio obligado, capaz de vivir en condi-
ciones extremas, Pretorius y colaboradores (57) investigaron 1la
presenclia y organizacién de los genes estructurales del sistema
nitrogenasa en cinco cepas diferentes de T. ferrooxidans. Estos
autores clonaron los genes nifHDK de la cepa ATCC 33020 de T. fe-
rrooxidans en Escherichla coll y determinaron que dichos genes
estdn en la misma secuencia que se ha encontrado en los operones

nif de otras bacterias.

La presencia de secuencias de DNA homblogas a los genes nifHDK de
K. pneumonlae en las cinco cepas de 7. ferrooxidans, sugiere que
la capacidad de fijar nitrégeno puede ser bastante general en ce-

pas de esta especie.

Un caracter muy distintivo en la fisiologia de T. ferrooxidans es
que posee un sistema nitrogenasa siendo un aerobio obligado de
vida libre. Las proteinas nif son léabiles al oxigeno y el sistema
responsable de la fijacién de nitrégeno funciona solamente en
condiciones de anaerobiosis extrema (56). MacKintosh (36) demos-
tré que el T, ferrooxidans es capaz de fijar nitrégeno atmosféri-
co usando hierro ferroso como fuente de energia pero en concen-
traciones de oxigeno limitadas, de modo tal que en condiciones de

- 35 -



microaerobiosis el oxigeno es suficiente para 1la oxidacién de
hierro requerido para una fijacién de 15N2 medible. Estas condi-
ciones de microaerobiosis serian suficientes para permitir la ex-
presién y funcionamiento del sistema nitrogenasa. Sin embargo,
los estudios in situ con el T. ferrooxidans no han permitido de-
mostrar una actividad de fijacién de nitrégeno en las condiciones
de operacién de los procesos biohidrometalirgicos.

El entendimiento detallado de cémo el T. ferrooxidans resuelve
esta aparente contradiccién fisioldégica y el conocimiento de las
condiciones en que esta bacteria fija nitrégeno eficientemente,

representaran un significativo aporte a la tecnologia biominera.

Desarrollo de sistemas genéticos en T. ferrooxidans

El desarrollo de procedimientos para el mejoramiento genético del
T. ferrooxldans y la mejor comprensién de los procesos que con-
trolan la expresidén génica en organismos autétrofos acidofilicos,
constituyen importantes areas de investigacién. En este sentido,
son importantes los beneficios potenciales que puede generar el
uso de la tecnologia del DNA recombinante y de la manipulacidn

genética de cepas de T. ferrooxidans.

Hay varios pasos importantes para el desarrollo de sistemas gené-

ticos en una bacteria como ésta:

Se deben identificar caracteristicas Gtiles que puedan ser-
vir como marcadores para la identificacién y seleccién de

cepas recipientes transformadas.

Se deben identificar y caracterizar moléculas de DNA vecto-
res que puedan replicar en T. ferrooxidans y que puedan lle-

var insertos de DNA.



Se debe aislar y purificar las secuencias de DNA que codifi-

quen para las caracteristicas fenotipicas deseadas.
Realizar la construccién de las moléculas de DNA vector.

Desarrollar un método para transferir vectores a las cepas

receptoras de DNA.

No se conocen los mecanismos de control de la expresidén génica en
bacterias autotréficas. Como T. ferrooxidans tiene una fisiologia
muy diferente a la de K. coli o a la de cualquier otro heterdétro-
fo que haya sido genéticamente estudiado, es importante estable-
cer 81 algunas regiones genéticas de control se expresan o s8on

equivalentes a las de bacterias heterotréficas.

El conjunto de genes hasta ahora caracterizados y disponibles pa-
ra la manipulacidén genética de T. ferrooxidans, proviene en su
totalidad de bacterias heterotré6ficas cuyas relaciones genéticas

con T. ferrooxidans son inclertas.

Marcadores de seleccién

Se ha investigado la identificacién de marcadores potenciales de
seleccidn para estudios genéticos, que puedan ser utilizados en

un medio inorgéanico con sulfato ferroso como fuente de energia a

pH 1,8.

Si bien 7. ferrocoxidans es altamente resistente a elevadas con-
centracliones de varios iones metdlicos como el Cu2+, Co2+, Mn2+,

Niz2+ y Zn2+, es sensible a aniones de el As y el Te, y extremada-
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mente sensible a Hg2+, Hg+ y Ag+ (9,58-60).

La resistencia a iones metdlicos es un marcador particularmente
atractivo para estudios genéticos en 7. ferrooxidans porque, ade-
mas de ser una herramienta \Gtil de laboratorio para seleccionar
posiblee transformantes, conferirian a la bacteria caracteristi-
cas industrialmente uUtiles (2). En efecto, muchos minerales que
por su composicién seria susceptibles de bio-oxidacién contienen,
ademéas, estos inhibidores metilicos que, aunque en bajas concen-

tracionee, resultan inhibidores del crecimiento bacteriano.

Dado que los genes de resistencia a estos metales se han identi-
ficado en otras bacterias (59), dichos genes podrian servir como

marcadores genéticos para T. ferrooxlidans.

La resistencia a antibidéticos se ha usado ampliamente como marca-
dores de seleccién en bacterias heterotréficas. De alli que se ha
ensayado la sensibilidad de cepas de 7. ferrooxidans a un amplio
espectro de antibiéticos (60). Todas las cepas resultaron esensi-
bles a rifampicina, cloranfenicol, cefaloridina y ampicilina.

Plasmidog de T. ferrooxidans

Se han aislado y caracterizado plasmidos de varias cepas de T.
ferrooxidans (60-62). En uno de estos estudios, tres de seis ce-
pas aisladas de distintas fuentes contenian plasmidos que varia-
ban entre 4,5 y 27,5 Kb (60). Por mapeo de restriccidén se identi-

ficaron sitios de restricciédn dnicos para clonado.

En otro trabajo, se aislaron nueve cepas de una mina de uranio en
Canad4. Cada una contenia entre uno y cuatro plasmidos, y el ta-
mafio de loe plasmidos variaba entre 12,2 a 43x108 Da (62). Trata-

ron de correlacionar la presencia de plasmidos de un tamafio par-
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ticular con un incremento en la resistencia a uranio se detecta-
ron plismidos de aproximadamente 13%0,5x108 Da en cuatro cepas
que tenian las mayores resistencias a U022+, No obstante, 1los
plasmidos no se caracterizaron por anélisis de restricciébn y no
se establecié la relacion entre ellos. En una de las cepas, la
desaparicién de estos plasmidos se correlacioné con la desapari-
cién de la resistencia a uranio, pero tal evidencia circunstan-
cial no es conclusiva para establecer una relacién causal. Hasta
el momento, no ha podido asignarse un determinado fenotipo a un
plasmido particular, y por ello, estos plasmidos son considerados
como “cripticos”. Por otro lado, 1la cura de plasmidos de T. fe-

rrooxidans por varias técnicas, no ha dado resultado.

Clonado y expresion de origenes de replicaciénm de plismidos de T.

ferrooxidans

Varios plasmidos provenlentes de cepas de 7. ferrooxidans han si-
do transferidos a K. coll (63-65), sin que ningin fenotipo parti-
cular haya podido ser asignado a los productos de transformacién

en la bacteria.

Ademé4s, se ha analizado la capacidad de cuatro plésmidos de T.
ferrooxidans para replicar en K. coll y Pseudomonas aeruginosa a
partir de un origen de replicacién de T. ferrooxidans (Tabla II).
Los plasmidos se clonaron en pBR325 en el que el sitio del origen
de replicacién se conoce. Se utilizaron varias estrategias para
la construccién de los plésmidos recombinantes y para la delecidn
del origen de replicacién de pBRszs. Uno de estos plasmidos re-
combinantes, el pDER412, el cual deriva del pDER401 (Figura 9) vy
contiene el gen de resistencia a cloranfenicol, fue capaz de re-
plicar tanto en E. coli como en P. aeruginosa a partir de un ori-
gen de replicacién de T. ferrooxidans (64). Los otros pléasmidos
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recombinantes no dieron este resultado. No obstante, esto es
coincidente con observaciones similares en pladsmidos de otras es-
pecies. La replicacién de 1la mayoria de los plésmidos estéd res-
tringida a la especie de la que provienen o a otras estrechamente
relacionadas, mientras que muy pocos son capaces de replicar en

una variedad de especies bacterianas.

Como el pDER412 contiene un origen de replicacié4n de amplio rango
de huésped, sitios de restriccién dnicos y la resistencia a clo-
ranfenicol como marcador, potencialmente es un vector shuttle pa-
ra experimentos de manipulacién genética que involucren T. ferro-
oxidans y bacterias heterotréficas.

Tabla II: Plasmidos recombinantes de T. ferrooxidans clonados en

pPBRszs
Designacién

Plasmidos de Tamafio Sitio de Marcador de del plasmido
T.ferrooxidans Referencia (kb) clonado selecciédn recombinantea
pTRas (60) 19,6 HindIIl Apr,Cmr pPDER33o,pDER331
pTF-FC2 (65) 12,4 Pstl Ter,Cmr PDER405,pDER403
pTF33020-1 (63) 6,7 HindIII Apr,Cmr pPDERso1
pTF33020-2 (63) 11,5 HindIIl Apr,Cmr pPDEReo01

Tcr,Apt,Cmr pDERso2

a Lags diferentes designaciones son 1las dos orientaciones del

plasmido de T. ferrooxidans en pBRazs,
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Figura 9: Construccién y mapa de restriccién de pDR412, un plés-
mido recombinante de T. ferrooxidans y pBR325, con un
origen de replicacién de amplio rango de huésped.
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Transferencia de vectores a T. ferrooxidasns

Un paso critico en el desarrollo de un sistema genético para T.
ferrooxidans es la transferencia de vectores a cepas receptoras.
Los esfuerzos para transferir plésmidos de T. ferrooxidans por
transformacién con células tratadas y no tratadas con calcio, han

s8ido infructuosos.

Para otras bacterias se han utilizado procedimientos de transfor-
macién y fusidén de protoplastos para la transferencia de plasmi-
dos (66). Asimiemo se ha investigado la produccién y regeneracién
de esferoplastos en dos cepas de 7T. ferrooxidans (67). Después
del tratamiento con lisozima, las cepas FD1 y TF3s5 produjeron 90
y 40% de esferoplastos estables, respectivamente. Con la cepa FD1:
se obtuvo, ademas, una regeneracién del 70 al 93% en agar blando.
Esta cepa es mixotréfica, pero no se sabe el la capacidad para
regenerar en agar blando esta relacionada con la mixotrofia. Las
cepas autotré6ficas absolutas son muy dificiles de crecer en medio
agarizado. Se intenté transformar esferoplastos de la cepa FDi
con el plasmido pDERso2 usando polyetilenglicol 4000 (40%, p:v)
de acuerdo con el método de fusibébn de esferoplastos de Coetzee y
colaboradores (68), no pudiendo aislarse transformantes Cmr y
Tcr. Esto puede haber sido debido a una falla en la transforma-
¢ién o a la carencia de expresién de genes heterdlogos en un au-

tétrofo como T. ferrooxidans.

Aunque la transformacién es el sistema mas directo para transfe-
rir plasmidos, tiene la desventaja de que no es un fendmeno gene-
ral y a menudo estd confinado a determinadas cepas dentro de una

especie particular.

La conjugacién es un procedimiento menos directo, pero tiene 1la
ventaja de ser mas ampliamente aplicable para transferir plasmi-

dos entre bacterias. Los plasmidos de amplio espectro de huéspe-
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des (69) que son capaces de transferirse a si mismos y movilizar
otros plasmidos, ha facilitado significativamente la transferen-

cia por conjugacidn.

Como un paso inicial en el desarrollo de un sistema de conjuga-
cién para T. ferrooxldans, se lnvestigdé la movilizacién de 1los
plésmidos recombinantes de T. ferrooxidans (Tabla II) entre cepas
de E. coli (70). Ninguno de los plédsmidos fue capaz de transfe-
rirse por si mismo de una cepa de E. coli sensible al acido nali-

dixico a otra resistente.

El plasmido RP4-IncP de amplio rango de huésped no movilizé el
pPBR325, pero fue capaz de movilizar al pDER401, pDER412, pDER42s5,
y pPDERso2z a frecuencias altas, como se muestra en la Tabla III.

Tabla III: Movilizacién de plasmidos recombinantes de T. ferro-
xidans entre cepas de K. coll.

Plasmido conjugativo Plasmido movilizado Frecuencia de
conjugacidn
RP4 y pRK2013 (IncP) pBR32s <1,6 x 10-9
pDER3 31 <1,8 x 10-9
PDER4o01 2,5 x 10-1
pPDER412 2,5 x 10-1
PDER42s 2,4 x 10-1
pPDERso 2 1,0 x 10-2
PDERso2 2,5 x 10-5
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La movilizacién del pDER401, pDER412, pDER425, pDERso2 y pDERso02

pero no del pBR32s, indica que los componentes de T. ferrooxidans
de estos pliasmidos recombinantes tienen funciones de movilizacién

que han sido activadas por RP4 o pRK2o013.

Para la transferencia de ADN entre diferentes especiee bacteria-
nas, un requerimiento importante es contar con un medio apropiado
para llevar a cabo la conjugacién. Como el T. Fferrooxidans es un
autétrofo acidofilico que tiene requerimientos muy diferentes a
los de E. cold, que es una bacteria heterotréfica que crece a pH
neutro, no ha sido posible la conjugacidén en forma directa entre
ambas especies. Para resolver este problema se ha propuesto
transferir ADN de E. coli a T. ferrooxidans en dos etapas, usando
como intermediarios especies de thiobacilos que pueden crecer
tanto a pH neutro o acido, como en presencia de sustratos organi-
cos o autotréficamente. Estas especies son el T. novellus, T. in-

termedius o T. neopolltanus.

En la primera etapa, la conjugacién se llevaria a cabo entre B&.
coll y una de las especies anteriores de thiobacilos, a pH neutro
y en presencia de sustratos orginicos, mientras que en la segunda
etapa se podria producir la conjugaciédn entre la cepa receptora
de la etapa anterior y T. ferrooxidans a bajo pH y en ausencia de

sustratos organicos.

La primera de estas dos etapas ha sido posible. Los plasmidos RP4
o RP1 s8se transfirieron conjugativamente de £E. coll, tanto a T.

novellus como a T. neopolitanus (71,72).

No obstante, la segunda etapa de transferencia de ADN a T. ferro-

oxidans no ha sido posible ain.
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Todos los trabajoe que al momento se han realizado en un esfuerzo
por transformar T. ferrooxidans por una variedad de técnicas,
concluyen en que las falencias que impiden la transferencla y ex-
presidén de ADN a T. ferrooxidans pueden deberse a algunos de 1los

siguientes elementos:

1) La carencia de expreslén de genes de resistencia provenientes
de bacterias heterotréficas en un autdétrofo acidofilico vya

que nada se sabe de la equivalencia o no de expresién en am-

bos.

2) La falta de un medio de plagqueo adecuado para T. ferrooxidans
que permita con seguridad seleccionar posibles transforman-
tes. Los métodos hasta ahora disefiados son lentos, 1incilertos

y de resultados no repetitivos.

3) Fallas en los métodos de transferencia de ADN a 7. ferrooxi-

dans.

En este marco se inscriben algunos de los objetivos de esta te-

sis.
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OBJETIVOS

Los objetivos generales de esta tesis apuntan al desarrollo de
procedimientos tendientes a la transformacidén de T. ferrooxidans
y el estudio de distintoe aspectos de la fisiologia de esta bac-
teria, relacionados con el mejoramiento y la optimizacién de la
tecnologia biohidrometalirgica.

En tal sentido, se plantearon los siguientes objetivos particula-

res:

Analizar el crecimiento de 7. ferrooxidans en medios sdélidos,
en busca de un método eficiente para la obtencidén de colo-

nilas.

Conformar una coleccidén de cepas de T. ferrooxidans alsladas
de minerales nacionales y caracterizarlas por sus eustratos

especificos y condiciones de desarrollo.

Seleccionar cepas de especies del género Thiobacillus con re-

sistencias a iones metalicos.

Determinar la presencia de plasmidos en las cepas resistentes

y purificarlos.

Analizar la posibilidad de acceder a una metodologia de

transformacién en T. ferrooxidans.



MATERIALES Y METODOS



METODOS MICROBIOLOGICOS

Cepas utilizadas

La Tabla IV indica las cepas con capacidad lixiviante utilizadas,

asi como su origen y condiciones de cultivo.

Tabla IV: Cepas con capacidad lixiviante utilizadas

Cepas de Origen Sustratos conoci- Rango de
T. ferrooxlidans dos y/o ensayados tempera-
tura
ATCC 19.859 Trusell P. Fe2+, 50,6 S20s2-, 28-37°C
(73) S4082-
Sulfuros metalicos
BAa Alslada de mineral de Fe2+,S20s3=, CuS, 28-37°C
cobre del yacimiento Cuz2S, ZnS, CoS
"Bajo de Alumbrera"”.
Eeta tesis.
BAz2 Alslada de mineral de Fe2+, S2032, CuS, 28-37°C
cobre del yacimiento Cu2S, Sbz2Ss3
"Bajo de Alumbrera”.
Esta tesis.
Bas Igual al anterior Fe2+, S20s3=, CuS, 30-50°C
FeS2, ZnS
CM1 Aislada de mineral de Fe2+, S20s=, CuzS, 28-37°C
cobre del yacimiento Fez2, ZnS, CoS
“Campana Mahuida®.
Esta tesis.
CM2 Igual al anterior Fez+, S203=, Cuz2S, 28-45°C
PbS
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Se utilizé la cepa XLi1 de E. cold (sup E44 hed R17 rec A1 end A1

gyr A4s thi rel A1 Lac-), sensible a Ampicilina. Se determind su
sensibilidad a Tez203= en medio LB siendo 10-5 M la concentracién
inhibitoria, por lo cual los transformantes resistentes se selec-

cionaron en Te203= 10-4 M y después se analizé el crecimiento en
concentraciones mayores.

Aisglamiento de cepas con capacidad biolixiviante

Las cepas indicadas en la Tabla IV se aislaron a partir de tres
muestras de mineral del yacimiento “Bajo de la Alumbrera” (Cata-
marca) y de dose muestras de mineral del yacimiento "Campana Ma-
huida” (Neuquén).

La primera etapa del enriquecimiento se efectué sembrando 10 g de
cada muestra en un medio que contenia tiosulfato como fuente de
energia, de modo de descartar las especies bacterianas que oxidan
solamente hierro ferroso pero no compuestos reducidos de azufre
como Leptospirillun ferrooxidans. Para ello se incubaron las
muestras en erlenmeyers conteniendo 100 ml de medio con agitacién
a 30°C. Se controlé el desarrollo de microorganismos por observa-

cién en microscopio bajo contraste de fase.

Posteriormente se inocularon con 1 ml de cada uno de los cultivos
anteriores, Erlenmeyers conteniendo 100 ml de medio 9K que conte-
nia hierro ferroso como fuente de energia. Se los incubd con agi-
tacién a 30°C y ee controlé de la misma forma el desarrollo de
microorganismos. Se obtuvo desarrollo de bacterias baciliformes y
el medio cambié de color verdoso a pardo rojizo por la formacién

de hierro férrico.
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La obtencién de cultivos puros se realizé por aislamiento de co-
lonias individuales durante varios ciclos de subcultivo en medio
ferroso ISP gelificado con agarosa segin los lineamientos que se

describen en el Capitulo II.

Inicialmente, las cepas se mantuvieron por repique cada dos meses
en medio liquido 9K. Por los resultados obtenidos durante el de-
sarrollo de esta tesis, actualmente se mantienen en heladera en
medios sdlidos, tanto en medio ferroso agarizado como en sulfuros

metalicos deshidratados.

Los sulfuros metdlicos ensayados para cada cepa e indicados en la
Tabla IV se utilizaron como sustratos, segin los criterios que se
describen en el Capitulo V.

Medios de cultivo
Medio Tiosulfato

Se mezclaron en el momento de utilizar las siguientes soluciones

esterilizadas separadamente.

Solucién A:

(NH4)2S04 6,00 g
ECl1 0,20 g
MgSO4 1,00 g
CaNOs 0,02 g
Hz20 800 ml

Ajustada a pH=3,5 con una solucién de SO4Hz 1IN y esterilizada en
autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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Solucién B:

Na2S203.5H20 10,00 g
Hz20 200 ml

Ajustada a pH=3,5 con una solucién de SO4Hz 1IN y esterilizada por
filtracién.

Medio 9K (74)

Se mezclaron en el momento de usar las siguientes soluciones es-

terilizadas separadamente.

Solucién A:
(NH4)2S04 3,00 g
KCl 0,10 g
'K2HPO4 0,50 g
MgS04.7H20 0,50 g
Ca(NO3)2 0,01 g
Hz0 700 ml
SO4H2 10N 1 ml
Solucién B:
FeS04.7H20 300 ml de una solucién

14,74% (P/V)

Medio ISP sélido (75)

Para la obtencién de colonias en medio ferroso agarizado, se uti-
1liz6 esencialmente el medio de Manning con algunas modificacio-

nes.

El medio se preparé por combinacién de tres soluciones esterili-
zadas separadamente y se mezclan en caliente en el momento de

preparar las placas.



Soluciédn A:

(NH4) 2S04 6,00 g
KC1 0,20 g
MgS04.7H20 1,00 g
Ca(NOs3)2 0,02 g
SO4H2 0,06M 400 ml
Solucién B:
FeSO04.7H20 20,00 g
H20 200 ml

Ajustada a pH=1,8 con una solucién de SOs4H2 6M.
Solucién C:

Agarosa ultra pura B.R.L. o agar Difco-Bacto en
cantidad calculada para obtener 1la concentracién
final (p:v) que se indicé en los ensayos del Capi-
tulo II en un volumen de 400 ml de agua.

Una vez mezcladas las soluciones en caliente, se colocaron en ca-
da placa los voldmenes correspondientes. Las placas incompletas
se prepararon distribuyendo un volumen determinado de medio en
aproximadamente la mitad de la superficie de la placa.

Cuando se usaron medios adicionados de prolina, betaina o sarco-
syl (10-2 M), la adicidén se hizo después de mezclar las solucio-
nes A, By C, a partir de soluciones madres 1 M.

El cloruro de potasio se adiciond a la Solucién A en las cantida-
des correspondientes a la concentracién molar indicada en cada
caso.
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Cuando se usé polietilenglicol 8000, el medio se prepard de la
siguiente forma: Las Soluciones A y B igual que las indicadas an-
teriormente; en tanto que en la Solucién C la agarosa se disolviéd
en 300 ml de agua en lugar de 400 ml. Se prepard una solucién D,
constituida por la cantidad de polietilenglicol 8000 necesaria
para alcanzar la concentracién final requerida en 100 ml de agua.

Las cuatro soluciones se mezclaron en el momento de usar el medio

de cultivo.
Medio ISP liquido

Se prepard por combinacién de dos soluciones estériles, en el mo-

mento de usar.

Solucién A:
(NH4)2504 6,00 g
KC1l 0,20 g
MgS04.7H20 1,00 g
Ca(NOs)2 0,02 g
H20 800 ml
Solucién B:
FeSO4.7H20 20,00 g
Hz20 200 ml

El pH en las soluciones A y B se ajusté a 1,8 con SO4H2 6 M.

Medio ISP 35X o 10X

Se empled para la obtencién de colonias sobre una capa de sales
depositadas sobre el vidrio de la placa. Se prepard por la mezcla
en el momento de usar, de dos soluciones estériles. La composi-

cién de las mismas corresponde a la de las Soluciones A y B del
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medio ISP 1ligquido, multiplicando 1la concentracién de cada sal
conmponente por cinco o por diez, segin se trate del medio ISP 5X

o 10X, respectivamente.

Una vez mezcladas las Soluciones A y B, se distribuyeron homogé-
neamente mediante movimientos de rotacién 3 ml por placa. La eli-
minacién de agua por evaporacién fue més rapida que cuando se de-

bidé eliminar el exceso de agua contenida en un gel.

Medio MS (10)

El medio MS 1liquido se prepar6 en el momento de usar mezclando
las sigulentes soluciones esterillizadas separadamente.

Solucidn A:
(NH4)2504 2,00 g
KC1 0,10 g
K2HPO4 0,25 g
MgS04.7H20 800 ml

El pH se ajusté a 2 con SO4H2z 1N.
Solucién B:

FeSO4.7H20 20,00 g
Hz20 200 ml

El pH se ajusté a 2 con SO4H2 1 N.
Medio Baalsrud (76)

Este medio Be usd para la seleccidén de las cepas portadoras de
resistencias a iones metidlicos pertenecientes a especies del gé-

nero Thiobacillus.

- 54 -



El medio se preparé mezclando en el momento de usar, las dos so-
luciones siguientes esterilizadas por separado.

Solucién A:

Naz2520s.5H20 5,00 g
KNOs 2,00 g
MgS04.7TH20 0,60 g
NH4C1 0,50 g
Hz20 900 ml
Solucién B:
K2HPO4 2,00 g
NaHCOs3 1,00 g
FeSO4.7H20 0,01 g
ClH 0, 1N 100 ml

Las especies de Thiobacillus autotré6ficas facultativas se carac-
terizaron por el crecimiento mediante la oxidacién de glucosa.
Para ello se usdé el medio anterior, reemplazando el tiosulfato

por glucosa, de modo de obtener una concentracién final de 0,1%.
Medio LB (Luria-Bertani)

Composicidén por litro:

Triptona Bacto 10 g
Extracto de levadura Bacto 5 g
NaCl 10 g

El pH se ajustdé a 7,5 con hidréxido de sodio.
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Medio M9

Este medio se usd para determinar las resistencias a iones

meta-

licos de los transformantes de la cepa XLi de E. coll selecciona-

dos por resistencia a Tez203= y Ampicilina en medio LB.

Se prepard mezclando en

ciones esterilizadas separadamente:

La vitamina se preparé

Agar 3% (2X) 100
Sales M9 (10X) 20
MgS0s4 1M 400
CaClz 1M 20
Vitamina Bl (tiamina)l% 80
Glucosa 20% 2
H20 estéril c.s.p. 200

el momento de usar las siguientes

ml
ml
pl
Kl
ul
ml
ml

solu-

en H20 estéril en un recipiente estéril.

Para evitar la precipitacién de sales el CaClz se adiciond en Gl-

timo término.

La formulacién de sales M9 (10X) fue la sigulente:

Naz2HPO4 6,00 g
HK2PO4 3,00 g
NaCl 0,50 g
NH4C1 1,00 g
H20 c.s.p. 11

El pH se ajusté a 7,4 con NaOH.

Uso de Ampicilina

Se utilizé una solucidén madre de sal sédica de ampicilina en agua

con una concentracién de 10 mg/ml. Se esterilizé por filtracién.
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Para preparar las placas, los medios autoclavados se dejaron en-
friar a 55°C antes de adicionar la Ampicilina necesaria para al-
canzar la concentracién final requerida.

Medios gelectivog respecto de la resistencia a iones metdlicos

Se utilizaron soluciones madres 1 M o 10-3 M de: HgClz, AgNOs,
CdClz, NaAsOz, Na2(AsO4H) y K2(Tez203). Las soluciones madres se
esterilizaron por filtracidén y se agregaron a los medios de cul-
tivo agarizados mantenidos a 55°C en el momento de preparar las

placas.
Preparacién y uso de sulfuros metalicos sintéticos

El sulfuro ciprico (CuS) y el sulfuro de cobalto (CoS) sintéticos
se prepararon por precipitacién a partir de soluciones de sulfato
de cobre y sulfato de cobalto, respectivamente. Manteniendo 1las
soluciones en caliente pero sin llegar a ebullicién, se agregéd
una solucién de sulfuro de sodio (Na2S), hasta que finalizé 1la
formacién de precipitado negro de los sulfuros correspondientes.
Se separé el precipitado del sobrenadante por decantacién. El
preclipitado se lavd el naimero de veces necesario, hasta que el
sobrenadante quedé limpido vy hio reaccién neutra. En el udltimo
lavado la separacién del precipitado se hizo por centrifugacidén a
3000 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Decantando el
sobrenadante, quedé una masa himeda factible de transferir a pla-
cas en volimenes medidos de 2 a 3 ml por placa, mediante una pi-

peta automdtica cuyo "tip” tenia la punta cortada.

Por movimientos de rotacién de la placa, se obtuvo una capa homo-
génea de sulfuro metilico distribuida en toda la superficie. Las
placas se secaron en la campana de flujo laminar hasta que la ca-
pa de sulfuro metidlico se observd seca y que las placas mantuvie-
ran peso constante. Luego de ello se esterilizaron a vapor fluen-

te durante 20 minutos en tres dias consecutivos.



En el momento de inocular las placas se acidificaron con las co-
rrespondientes soluciones estériles de &cido sulfurico, cuyo vo-
lumen y concentracién se determindé en cada caso, segin los crite-

rios expuestos en el Capitulo V.

Empleo de especimenes naturales, concentrados y minerales como
sustratos

Se utilizaron los siguientes especimenes naturales de alta pureza
proporcionados por el Servicio Geolébgico de la Secretaria de Mi-
neria de la Nacién: Muestras de pirita (FeS2) y antimonita
(Sb2Ss) molidos a -100 mesh y una muestra de galena (PbS) molida
a -40 mesh.

Se utilizé ademas, un concentrado de esfalerita (ZnS) que contie-
ne el 59% de zinc y fue proporcionado por la empresa Cerro Casti-
llo S.A. Este concentrado de sulfuro metdlico de alta graduacién
se obtuvo a partir del mineral respectivo, por procedimientos de

metalurgia extractiva.

Se utilizé también, mineral de cobre del yacimiento “Campana Ma-
huida" proporcionado por el Servicio Minero de la provincia de
Neuquén. La especie de cobre éredominante fue de calcosina (CuSz2)

y el mineral se ensayé molido a -100 mesh o triturado a 1/4".

Cualquiera de los sustratos anteriores se utilizé distribuyendo
uniformemente en placas cantidades pesadas de los mismos. Las
rlacae se esterilizaron a vapor fluente 20 minutos durante tres

dias consecutivos.

Cuando se trabajé con placas descartables, las cantidades pesadas
de cualquier sustrato se esterilizaron envueltas en papel de alu-
minio y luego se volcaron asépticamente a las placas. En el mo-
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mento de inocular, los sustratos se acidificaron con soluciones

estériles de SO4Hz2, siguiendo el criterio de volumen y concentra-
cién de &cido més conveniente definidos en el Capitulo V.

Fotografia

Las fotografias de 1los cultivos microbianos se tomaron en forma
directa, usando una lente smc PENTAX-A MACRO 1:2.8,50 mm y con
una pelicula KODAK Ektachrome (100 ASA).

Microscopia de Scanning

El material a anallzar en cada caso se fijé sobre una grilla con
glutaraldehido al 3%. Se lavé en buffer de Millinning. Se deshi-
draté con acetona al 25%, 50%, 75%, 80% y 95% sucesivamente, me-
diante tres lavados de 5 minutos cada vez. El punto critico de
secado se determiné por Critical Point. Se metalizé con un evapo-
rador de alto vacio marca Icol, modelo JEE-4C, con una aleacién
de oro-paladio (60% de oro-40% de paladio). Para las observacio-
nes se utilizé un microscopio Icol, modelo JSM-25S.
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METODOS PARA LA PREPARACION DE PLASMIDOS Y TRANSFORMACION DE
BACTERIAS

Identificacién de ADN plasmidico mediante minipreparaciones

Crecimiento bacteriano y cogecha

Cuando la identificacién de ADN plasmidico se hizo en especies de
thiobacilos, se inoculé 10 ml de medio Baalsrud con una colonia.
El medio contenia 100 ug/ml de Ampicilina para las especies autéd-
trofas facultativas y NaAsO4H 10-4 M para las especles autdétrofas
absolutas. Se cultivé a 30°C con agitacién. Cuando la identifica-
cién de plasmidos se hizo en la cepa XL1 de E. coll transformada
con el plasmido de la cepa T.12, se inoculdé con una colonia, 5 ml
de medio LB conteniendo 100 pg/ml de Ampicilina. Se cultivé a
37°C con agitacién. Luego de ello, las células se colectaron por
centrifugacién a 5000xg por 10 min.

Lisis

Segin la cepa empleada se utilizaron distintos procedimientos de

lisis.
Lisis alcalina (77):
Se us6 este procedimiento con la cepa XLl de K. coli.

El precipitado celular se resuspendié en 1 ml de TGE (Tris.ClH 25
mM, pH 8.0, glucosa 50 mM y EDTA 10 mM), y se transfirié a un tu-
bo Eppendorf, que se centrifugdé durante 2 min a 12000xg. El1 pre-
cipitado bacteriano se resuspendié en 100 pl de TGE y se agrega-
ron 200 pl de NaOH 0,2 N y SDS 1% (p:v). Se mezclé suavemente por
inversién y se dejé 5 min a temperatura ambiente. Luego de ello
se afgregbd 150 pl de NaAcO 5 M, pH 5,2 y se mezcld suavemente por
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invereién, dejando 10 min en hielo y centrifugando 10 min a
12000xg. Se recuperé el sobrenadante con cuidado de no remover el
sedimento constituido por restos celulares y ADN cromosémico.

Lisis por alta concentracién de SDS (78):

En minipreparaciones de 1l1la mayoria de 1las cepas de thiobacilos
pudo detectarse la existencia de plasmidos. Con estas cepas se
utilizaron los lineamientos generales de un procedimiento de 1li-
sis desarrollado para detectar plasmidos en Clostridium acetobu-
tylicum. E1 procedimiento involucra la generacién de protoplastos
con lisozima, 1la inhibicién de nucleasas por incremento en 1la

concentracién de EDTA, y la lisis con alta concentracién de SDS.

El procedimiento debié adaptarse en cuanto a las concentraciones
de los reactivos y condiciones de lisis para cada cepa. Las eta-

pas generales del procedimiento son las siguientes:

Las células se suspendieron en 50 ul de una mezcla que contenia:
lysozima 5 mg/ml, sacarosa 20%, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, y Tris.ClH
100 mM pH 8, y se dejd por 25 min a temperatura ambiente. Luego
de ello Be agregé 200 pl de EDTA cuya concentracidn varidé entre
50 y 150 mM y 200 pl de SDS cuya concentracién fue de 2 o 3%. Se
dejé 30 min a temperatura ambiente antes de iniciar la purifica-
cién.

Métodos de purificacién del ADN plasmidico

Loe métodos indicados a continuacidén se utilizaron para despro-
teinizar y/o para concentrar el ADN plasmidico. Las extracciones

se realizaron en el orden en que se describen.

Extraccién fendlica: Se utilizé fenol recién destilado, previa-
mente equilibrado con Tris-ClH 1 M, pH 8,0 hasta alcanzar un pH=
7,6, y luego con una solucién conteniendo Trie-ClH 0,1 M, pH 8; 2
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mM EDTA y 10 mM B-mercaptoetanol. La extraccién se realizé con un
volumen de fenol por cada volumen de solucién de ADN. Después de

centrifugado se recogié la fase acuosa, sin tomar la interfase.

Extraccién con fenol-cloroformo: Se realizé de la misma forma que
el anterior, utilizando una solucién de fenol:cloroformo:alcohol
isocamilico (25:24:1).

Extraccién con cloroformo: Se utilizé cloroformo:alcohol isocami-

lico (24:1), y se procedid como en los casos anteriores.

Precipitaclén etanéllica: Se realizdé ajustando la soluciédn de ADN
a 0,3 M de acetato de sodio o 0,25 M de acetato de amonio, vy
agregando 2,5 volimenes de etanol absoluto. Se mantuvo 15 min a
-70°C y se centrifugd de 15 a 30 min a 4°C en centrifuga Eppen-
dorf.

Electroforesis en geles de agarosa horizontales

Se aplicé la técnica descripta por Maniatis (79) utilizando como
buffer de corrida TBE 0,5X (TBE 5X: 0,45 M HsBO3 Tris y EDTA 10
mM). Los geles se prepararon con concentraciones de agarosa entre
0,4 y 0,6% y se adicionaron con 1 pg/ml de bromuro de etidio. Se
sometieron a un voltaje de 1-5 V/cm, durante el tiempo necesario
para alcanzar la separacién adecuada. La posiciédn de las bandas

se visualizé con un transiluminador UV.
Preparacién de ADN plasmidico en gran escala

Crecimiento bacteriano vy cosecha

Con una colonia perteneciente a alguno de los clones de thiobaci-
los con resistencias miltiples, se inoculdé 5 ml de medio Baalsrud
conteniendo 100 pg/ml de Ampicilina cuando la bacteria correspon-
dia a un autétrofo facultativo, y 10-4 M de Naz2(AsO4H) cuando 1la
bacteria era un autétrofo absoluto. Se dejé crecer a 30°C con
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agitacién hasta saturacidén del cultivo. Con este cultivo se 1ino-
cularon 500 ml del mismo medio y se dejé a 30°C con agitacién
hasta saturacién (48-72 hs). Luego de ello, se centrifugé 15 min
a 5000xg y se descarté el sobrenadante.

Para algunos clones de thiobacilos (T11, T12) resultd conveniente
lavar el pellet en una solucidén 10-2 M de sarcosyl, somentiendo a
vortex durante 1-2 min. Se centrifugd 15 min a 10000xg, y se des-

cartdé el sobrenadante.

El precipitado celular se lavé dos veces en 10 ml de TES (Tris.
ClH 10 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, y NaCl 0,1 M).

Ligis

Se usaron dos procedimientos de lisls: por ebullicién y por SDS.
Lisis por ebullicién (80):

El precipitado proveniente de 500 ml de cultivo se resuspendid en
10 ml de TES (Tris.ClH 10 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM, y NaCl 0,1 M)
y se transfirié a un Erlenmeyer de 50 ml. Se adicioné 1 ml de una
solucién de lisozima (20 mg/ml en Tris.ClH 10 mM, pH 8,0) pre-
parada en el momento de usar, y se mantuvo el Erlenmeyer sobre la
llama de un mechero Bunsen, agitidndolo constantemente, hasta el

momento en que comenzd la ebulliciébn.

Inmediatamente se sumergié el Erlenmeyer en un recipiente con
agua hirviendo y se 1lo mantuvo por 40 segundos. Se enfrié el
Erlenmeyer sumergiéndolo en agua con hielo durante 5 min y se
transfirié el contenido viscoso del frasco a un tubo de ultracen-

trifuga que se centrifugdé a 25000 rpm durante 30 min a 4°C.
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Lisis por SDS (81):

El sedimento bacteriano proveniente de 500 ml de cultivo se re-
suspendié en 10 ml de una eolucidén fria de sacarosa al 10% en
Tris.ClH 50 mM, pH 8,0. Se adicionaron 2 ml de una solucidén de
lisozima (10 mg/ml en Tris.ClH 0,25 M, pH 8,0) preparado en el
momento de usar, y 8 ml de EDTA 0,25 M, mezclando por inversién
varias veces. Se dejé en hielo 10 min. Luego de ello se adiciona-
ron 4 ml de SDS 10% mezclando rapidamente con una varilla de vi-
drio. Entonces, se adicionaron 6 ml de NaCl 5 M, mezclando cuida-
dosamente y dejando en hielo por 1 hora. Se centrifugdé durante 30
min a 30000 rpm a 4°C, para remover el ADN de alto peso molecular

y residuos bacterianos.

El sobrenadante se someti6 a extracclédn con fenol/cloroformo dos
veces y una con cloroformo. Después de cada extracciédn se trans-
firié la fase acuosa a un tubo limpio.

A la fase acuosa se le adicionaron 2 volumenes de etanol, se mez-
clé bien y se mantuvo a -20°C durante 1 hora. Al cabo de ello, se
centrifugé a 1500xg durante 15 min a 4°C. El sedimento se secd
brevemente en un desecador de vacio y se resuspendié en 8 ml de
TE (pH 8,0).

Purificacién del ADN circular cerrado

Por cada mililitro de solucidén de ADN, se adiciond 1 g de cloruro
de cesio. Se mezcldé cuidadosamente hasta la disolucidén de la sal
y se adicionaron 0,8 ml de solucién de bromuro de etidio (10 mg/
ml en agua) por cada 10 ml de solucién de cloruro de cesio. Se
centrifugé a 40000 rpm durante 36 hs a 20°C. Se aspiré la banda
de ADN plasmidico con una pipeta Pasteur, utilizando una lampara
de UV para identificar con seguridad la banda.
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El bromuro de etidio se eliminé mediante repetidas extracciones
con n-butanol (saturado en H20).

La muestra se diluydé con agua hasta un volumen final de 8 ml y se
precipité agregando 0,8 ml de NaAcO 3 M (pH 5,2) y dos volimenes

de etanol absoluto. Luego se dejé 20 min a -70°C, y se centrifugéd
a 10000xg por 10 min.

El sedimento se lavé con etanol 80% (v:v), se dejd secar y se re-
suspendié en 500 pl de H20.

Transformacién en K, call

Se inocularon 5 ml de medio de cultivo LB con una colonia de 1la
cepa XL1 y s8e incubd toda la noche a 37°C. Se tomé 1 ml del cul-
tivo anterior y se inoculdé en 100 ml de medio LB contenidos en un
Erlenmeyer de 250 ml que se incubdé a 37°C, con gran agitacién du-
rante 2 hs. El cultivo se centrifugé 10 min a 3000xg y el sedi-
mento se resuspendild en 40 ml de Tfbl frio (KAcO 30 mM, KCl1 100
mM, CaClz 10 mM, MnClz 50 mM, Glicerol 15% (v/v)), dejando en
hielo 20 min.

Se centrifugé 10 min a 1100xg y el precipitado se resuspendidé en
4 ml de TfblIl frio (PIPES 10 mM, KCL 10 mM, CaClz 75 mM, Glicerol
15% (v/v), se dej6 en hielo 5 min y luego se transfirié a +tubos
Eppendorf, en alicuotas de 200 ul.

Se congeld por inmersién en nitrégeno liquido y se guardé a
-70°C.

Iransformacién con plasmidos

Una alicuota de bacterias competentes se descongeld sumergiendo
el tubo 1 min en agua y se dejé 10 min en hielo. Cuando las célu-

las competentes se prepararon en el momento, este paso no fue re-



querido. Se agregaron 60 pl de la suspensién bacteriana a un tubo
Eppendorf conteniendo 10 pl de la suspensién de ADN, dejando 30
min en hielo. Luego de ello se incubé 1 min a 42°C y se colocéd
nuevamente en hielo.

Se agregaron 0,5 ml de medio LB precalentado a 37°C, y se 1incubd
a la misma temperatura, durante 45 min para permitir la expresién

del pléasmido.

Una alicuota de 200 pl de este incubado se sembrd, mediante ras-
trillado, en placas de Petri con LB conteniendo Ampicilina (100
ug/ml) para la seleccibédn de transformantes por resistencia a este
antibiético, o telurito de potasio (10-4 M) para la seleccién de
transformantes con resistencia a este ién metalico. Las placas se

incubaron a 37°C en estufa por 16 hs.



METODOS ANALITICOS
Determinacién de cobre soluble

Las valoraciones de cobre se realizaron utilizando la técnica de
espectrofotometria de absorcién atémica con llama de aire/aceti-
leno en la longitud de onda de 324,7 nm (para las soluciones més
diluidas) y de 327,4 nm (para las de mayor concentracién).

El método utilizado para realizar la valoracidén fue el de agrega-
do patrén, siendo todas las muestras medidas por este método,
comparandolas con la sefial de blanco de reactivo (H2S04 0,06 N).
En todos los casos se utilizé como fuente de excitacién una lam-

para de citodo hueco de cobre operada a 3 miliamperes.
Determinacién de proteinas

Se utilizdé el método de Peterson (82), modificado para adaptarlo
a la determinacidén de proteinas de ©T. ferrooxidans a partir de
minerales en proceso de biolixiviacién (83).

La medicién de proteinas se efectud a partir de placas que conte-
nian CuS como sustrato, con distinto grado de deshidratacién.
Este Gltimo se determindé por pérdida de peso de cada placa y se
expresb como humedad remanente respecto del volumen de liquido

agregado para la acidificaciédn.

A fin de obtener una suspensidédn homogénea a partir de la cual de-
terminar proteinas, el contenido de cada placa se diluyé en SO4H2
0,06 N agregando en cada caso, el volumen necesario para alcanzar
un volumen total de 10 ml, considerando la humedad remanente en

cada placa.

Se indican a continuacién los pasos seguidos a fin de determinar
proteinas por mililitro de pulpa obtenida.
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Después de agitar la placa suficientemente como para solubilizar
los cristales de sulfato de cobre y suspender homogéneamente todo
el s6lido presente, se tomb6 1 ml de esta suspensién y se la
transefirié a un tubo de ensayo. A la mezcla se le adicioné 5§ ml
de Na(OH) 0,5 M y se mantuvo durante 15 min en un bafio de agua
hirviendo. De esta forma se hidrolizaron tanto las proteinas de
las células que estan en la solucién como de las que estan adhe-
ridas al sustrato. El hidrolizado se separé de la fase s6lida por
centrifugacién a 5000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacién, 1 ml del sobrenadante que resultd
claro y transparente, se transfirié a otro tubo y se agregdé 0,3
ml de una solucién de deoxicolato de sodio 0,15%. Se mantuvo por
10 min a temperatura ambiente. La proteina se precipité por agre-
gado de 0,3 ml de TCA 72%. Se centrifugé a 10000 rpm durante 15
min a temperatura ambiente. Luego de volcar cuidadosamente la
parte superior del sobrenadante muy lentamente, dado que el pre-
cipitado resultd flojo, el resto se centrifugd nuevamente a 10000
rpm durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
eliminé por aspiracién con una pipeta Pasteur y el precipitado se
secd colocando los tubos boca abajo sobre un papel de filtro.

El precipitado de proteina se sometié a una reaccién colorimétri-

ca que es una modificacién del método de Lowry (84).

Se adicioné 1 ml de agua y 1 ml de soluciédn AXx al precipitado de
proteina. Se mezcld por Vortex y se mantuvo 10 min a temperatura

ambiente.

Se adiciondé 0,5 ml del reactivo de Folin & Ciocalteu diluido 6
veces, agitando inmediatamente.

Se mantuvo 30 min a temperatura ambiente, y la densidad éptica se
midié a 750 nm. El1 instrumento se colocé en posicién cero median-
te un control constituido por SO4H2z 0,06 N con adicién de todos
los componentes del método.
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La curva de referencia se obtuvo mediante una solucién estandar
de albimina bovina. Se adicionaron 5 ml de Na(OH) a 1 ml de las
muestras conteniendo distintas concentraciones de proteina. Lue-
g0, las muestras se trataron segiin los pasos antes indicados. Por
este método se obtienen relaciones proporcionales directas entre
la concentracién de proteinas y la densidad 6ptica de la solucién
final, cuando el rango de concentracién de proteinas en la pulpa
original esta entre 0,3 y 2 mg/ml.



CAPITULO I

BUSQUEDA DE VECTORES POTENCIALES

PARA LA TRANSFORMACION DE T. ferrooxidans



Introduccién

Con la perspectiva de desarrollar procedimientos que posibiliten
la transformacién del T. ferrooxidans, se encard la identifica-

cién de marcadores potenciales de seleccién.

El T. ferrooxidans posee una elevada resistencia a aquellos iones
metdlicos que estadn asociados a sus sustratos: Cu2+, Co2+, Fe2+,
Ni2+ y Zn2+, Esta bacteria posee una resistencia al cobre 200 ve-
ces superior a los limites de otras bacterias Gram negativas. No
obstante ello, la toxicidad de ciertos iones metdlicos sobre el
T. ferrooxldans es comparable a la observada en otras bacterias.
Es muy sensible a Hg2+, Ag+, Cdz+, AsO43-, AsO033-, Tez2032-, entre
otros (9,59,85,87). La Tabla V muestra la concentracién inhibito-
ria de distintos iones en medio liquido conteniendo hierro ferro-

so como fuente de energia.

Cuando en lugar de hierro ferroso se usan sulfuros metdlicos como
fuente de energia, la sensibilidad a los iones inhibidores es atn
mayor (58). Esto constituye una limitante en los procesos de bio-
hidrometalurgia. Conforme a la composicién de cada mineral; a me-
dida que avanza el proceso de bio-oxidacién, los iones se solubi-
lizan y su concentracidén aumenta, pudiendo llegar a ser incompa-

tible con el crecimiento del bacilo (87).

El incremento en la resistencia a inhibidores metalicos es parti-
cularmente atractiva porque, ademds de constituir un marcador de
seleccidén, puede conferir a la bacteria caracteristicas de impor-

tancia industrial.

Diversas especies bacterianas heterotréficas contienen determi-
nantes genéticos responsables de la resistencia a iones metéalicos
como el Hg2+ y é6rgano mercuriales, Ag+, Cd2+, AsO43-, As033-,
Te2032-, entre otros (69,88-92). Estos determinantes de resisten-
cia, a menudo se encuentran en plésmidos y transposones en fre-
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cuencias relativamente altas,

lo cual facilita su

manipulacién.

La Tabla VI resume los mecanismos de resistencia y plasmidos co-

nocidos que portan estos determinantes genéticos, asi como cier-

tos fenotipos asociados a estas resistencias.

Tabla V: Tolerancia de T. ferrooxidans a 1lones inorgénicos.

Concentracién Inhibitoria

Ion g/1 o mg/1
Cuz+ 28 g/1
Co2+ 30 g/1
Fe2+ 160 g/1
Niz+ 72 g/1
Zn2+ 119 g/1
Hgz+ 2 mg/1
Ag+ 0,1 mg/l
Cdz2+ 1,0 g/1
Ag043- 0,5 g/l
AsOs33- 10 mg/1
Te20s32~- 17,0 mg/1
Pb2+ 200,0 mg/1
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Tabla VI: Resistencia bacteriana a iones metélicos.

IOF  NECAKISNO DE INEIBICION

NECANISHO DE RESISTEBCIA

RESISTRECIA CODI-
FICADA POR:

FEBOTIPO ASOCIADO A
LA RESISTENCIA

Bgt  Bloqueo de grupos-SH y
S-S. Muy toxico a con-

centraciones de 1-5ng/l

Nercario

redactasa
Bgit —» Hg!
y necanismo especial
de tramsporte

Plisnidos y trans-
posonas (pR1ee,Tase1,
ete.)

Colonias gris oscaro

A concentraciones nuy
bajas afecta la respi-
racién y otras funciones
asociadas a a superti-
cle celular. Yoxico a
concentraciones de 0,1-
1 0g/1

Agt

Produccién de compues-
tos que forman comple-
jos inertes con igt

1 pIly de Psecdono-
nas eg tipico. Em cé-
lulas resistentes a
plata, ésta comstitu-
ye el 30X de la bio-
nasa.

Colonlas oscuras. Por
exposicidn a la luz el
pedio de cultivo se oscu-
rece por formacion de Aga
y queda un halo claro al-
rededor de cada colonia

Cd3+  Bloqueo de grupos-SH.
Toxico a comcentracio-

nes de 40-100 ng/1

1 transporte hacia el
exterior de la célula
es el nds comin. Se han
propuesto adeads varios
otros mecanismos

Bl plise de 5.aureus

y el pNOL«s de 4. ou-
trophus son plésaidos
generalaente asocia-

dos a penicilinas

Binguno descripto

Acusulacion via slste-
na de transporte de
P0¢3-. Competidor de
P043-. Bloqueo de qui-
nonag,netabolisno de
azicares,sintesis de
ATP y dcidos mueleicos

As0¢d-

Sistesa de transporte
activo al exterior de
la célula. Bspecifico
para As042-, no
reconoce P0q3-

Casl slempre ligado
a resistencia a

5b3+, A8033- y anti-
bidticos.Pl4snidos de

Staphilococcus aureus
‘(plass,plsaq,plltar)

y 5. coll (pR11y)

Binguno descripto

Sb3+  Bloqueo de grupos-SH.

Y Buy toxicos aunque el

As033- rango de concentra-
cion toxica es variable

Sistema de transporte
activo a) exterlor de

la célula

Igual a] anterior

Ninguno descripto

Te2032- Bo claro

Reduccién

enzindtica
103032 ——u Tol
Se discate si es el
necanisno o estd aso-
clado a la resistencia

Negaplésnldo de Alca-
ligenes (pHER¢10),

de Eaterobacteriaceae

T 521

Colonias negras por
el Tef




Considerando que hasta el momento se desconoce gi es posible 1la
expresién de genes de bacterias heterotréficas en un autotrofo
acidofilico como T. ferrooxidans, y frente al hecho de que muchos
investigadores han tratado de transformar T. ferrooxidans a tra-
vés de marcadores de seleccién provenientes de E. cold con resul-
tados negativos, se establecié como estrategia de trabajo la se-

leccidén de clones de resistencia a los inhibidores metalicos men-
cionados a partir de cepas salvajes del género Thiobacillus, en

la expectativa de que, tratandose de bacterias relacionadas del
mismo género, existe mayor probabilidad en la expresidén génica,
replicacidén de pléasmidos y compatibilidad.

Por definicién, para que una especie bacteriana sea miembro del
género Thiobacillus, debe ser capaz de utilizar la oxidacién de
compuestos inorganicos de azufre para cubrir sus requerimientos

energéticos.

La Tabla VII resume los criterios de clasificacién y especies del
género Thiobacillus (93). A excepciébn de los acidéfilos extremos
T. ferrooxidans y T. thiooxidans, las deméds especies crecen en un
rango de pH entre 4 y 8. Ademas, tanto los autétrofos absolutos
como los autétrofos facultativos pueden utilizar tiosulfato como
fuente de energia y al CO2 como fuente de carbono, de modo que la
seleccién se hizo en un medio general para thiobacilos como es el
medio Baalsrud indicado en Materiales y Métodos.

Existen en la literatura varios trabajos en bacterias heterotré-
ficas acerca de cepas con resistencias miltiples a metales pesa-
dos codificadas en un dGnico pladsmido, que es generalmente de 1los
considerados plasmidos "grandes”. Se ha sugerido que tal hecho es
el resultado de la adquisicién secuencial de transposones indivi-
duales que se estructuraron durante la evolucidén como unidades
transponibles compuestas (88,89). Por esta razdén se tratd de bus-

car fendmenos equivalentes en especies de thiobacilos.
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Tabla VII: Clasificacidén y especies del género Thiobacillus.

Thiobacillus thiparus

a) ph: 6-8
Thiobacillus neapolitanus

— 1. Aerobios absolutos
b) pH: 1-3,5 Thiobacillus thiooxidans

— A: Oxidan solamente
compuestos de
azufre

2. Anaerobio facultativo: Thiobacillus donitrificans
- Dtiliza NO3- en ausencia de 02

Fi;trictuento <
autotréfico

(I)

—— B: Oxidan comp. Fe2+ o de asufre: Thiobacillus ferrooxidans

THIOBACILLUS<
(género)

facultativos
|

Autotroficos { A: Oxidacion de tiosulfato reprimida por sustratos orgémicos: Tiobacillus novellus

B: Oxidacion simultinea de tiosulfato y sustancias orgdnicas: fhiobacillus intermedius

En varios trabajos se ha demostrado una fuerte correlacién evolu-
tiva entre resistencias a iones metdlicos y resistencias a anti-
bidéticos (88,90,94). Por cura con acriflavina se ha determinado
que, en general, las resistencias a metales y antibidéticos se en-
cuentran asociadas en plasmidos Unicos de aproximadamente 23 Kpb.
Por ello, y considerando que la resistencia a la Ampicilina es
uno de los posibles marcadores de seleccidén para T. ferrooxidans,
se analizdé esta resistencia en las cepas de thiobacilos seleccio-
nadas por resistencia a iones metalicos.
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Resultados

Seleccidén de cepas de thiobacilos con resistencia maltiple a
iones metflicos

Los thiobacilos pueden aislarse facilmente por enriquecimiento en
cultivos a partir de minerales que contienen compuestos de azufre
reducido. En este trabajo, la seleccién de cepas salvajes se hizo
a partir de muestras minerales, aguas surgentes portadoras de
azufre y tierras azufradas, tomadas en condiciones adecuadas para
preservar la flora bacteriana. Esta labor se realizé en coordina-

cién con la Secretaria de Mineria.

Previo enriquecimiento en el medio de Baalsrud, selectivo para
thiobacilos, se transfirié a placas con el mismo medio agarizado
y posteriormente se seleccionaron a partir de cada muestra enri-
quecida, las cepas con mayor resistencia a cada uno de los iones
metalicos ensayados.

En el casc de las aguas surgentes portadoras de azufre, no hizo
falta el enriquecimiento puesto que contenian una densa poblacién
de thiobacilos.

Considerando que en general las resistencias a iones metdlicos
son inducibles, en cada caso se selecciondé por réplica sucesiva
con terciopelo en un rango de concentracién del idén entre 10-7 y
10-2 M.

Se obtuvo asi un conjunto de cepas con resistencia para cada uno
de los iones inhibidores ensayados. Se aislaron y consideraron
como cepas con resistencia a aquéllas que, ademds de presentar
resistencia a una concentracién especifica de un ién, mostraban
los fenotipoes caracteristicoes que han sido asociados a los meca-
nismos de resistencia en bacterias heterotréficas (ver Tabla VI),
y otros que, si bien no han sido descriptos antes, evidenciaban
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ser fenotipos asociados a este tipo de mecanismo. Por ejemplo, la
cepa 103 indicada en la Tabla VIII, crecida en ausencia de inhi-
bidores desarrolla colonias de color blanco calcareo, en tanto
que en medios adicionados con Cd2+, las c¢olonias son amarillo
fuerte y el color se intensifica a medida que se incrementa 1la
concentracién de Cd2+ en el medio. La cepa 216 presenta colonias
pequehas, transparentes, de aspecto gelatinoso en ausencia de in-
hibidores, en tanto que en medio adicionado con AsQO43-, las colo-
nias son rojas y el color se intensifica con la concentracién de
As043-,

En cada cepa seleccionada se analizaron las resistencias a otros
iones. De esta manera, se conformdé una coleccién de trece cepas
perteneclientes a especies de thiobacilos, con resistencias mialti-
pPles a iones metalicos, caracterizadas segin se indica en la Ta-
bla VIII y que adquieren los fenotipos caracteristicos asociados
a cada resistencia. Se diferenciaron las cepas autotréficas abso-
lutas de las autotréficas facultativas, pues estas Gltimas pueden

también utilizar glucosa como fuente de energia.

Se analizé también, la resistencia a la ampicilina en las cepas
de resistencia miltiple a iones metalicos. Como se aprecia en la
Tabla VIII, solamente las autotré6ficas facultativas presentan re-
sistencia a la ampicilina, y no las cepas autotréficas absolutas.
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Tabla VIII: Caracterizacién de cepas de thiobacilos con resisten-

cia miltiple a iones metilicos

Reaistencla a iones metdlicos (M)

Resistencia a

anpieilina
Clones Cd+ gt Bg3+  Pb3+  Tea0s2-  Ag03d-  As043-  Sb¥+ rg/nl
1.210 10-  10-2 10-0  10-2 10-? 10-2 10-2 10-2
1.3 -« 203 10-8 0.2 19 10-3 10-? 10-3
1.216 10-¢ 10 1023 10 1099 10-? 10-¢ 10-3
1.217 10-¢  10-2 10-¢  10-% 1023 10-3 10-2 10-? ---  AUTOTROFOS
1.300 10-3  10-2 10 10-2 10-3 10-2 10-2 10-2
1.316 10-2 10-2 1003 10-2 10? 10-2 10-2 10-2
1.501 10-2  10-2 1.3 10-2 10-3 10-2 10-2 10-2
1.1 10-% 102 10-¢ 10-2 10-? 10-3 10-2 10-3 158
1.6 10-y 0.2 104 10-2 199 10-9 10-2 10-3 150
1.1 10-2 10-2 10-% 10-2 19-2 10-? 10-2 10-3 150  AUTOTROFOS
.12 -3 10-2 104 10-2 100 10-2 10-2 10-3 150 FACOLTATIVOS
1.103 -2 10-2 10 102 f0-? 10-1 10-2 10-2 150
T.104 10- 102 10 10-7 0 10-9 10-? 10-? 10-? 150

- 79 -



Analisis de los plasmidog en las cepas con reeistencia miltiple

La Figura 10 muestra los resultados del anadlisis de los plasmidos
extraidos de las cepas auté6trofas absolutas. Las cepas T.210,
T.213, T.216 y T.217 muestran pldsmidos con tamafios en general
menores a 10 Kpb. Solamente uno de ellos es relativamente grande.
Las minipreparaciones de las cepas T.300, T.316 y T.501 parecian
no tener plasmidos. Sin embargo, trabajando con dos técnicas di-
ferentes y luego de purificar el ADN plasmidico por gradientes de
cloruro de cesio, pudo observarse la presencia de plasmidos que

en minipreparaciones son enmascarados por el ADN cromosémico.

En cuanto a los autétrofos facultativos, la cepa T.12 tratada por
distintas técnicas y condiciones, muestra un Gnico megaplasmido.
En la Figura 11 se ve que corre por encima de los fragmentos de

ADN cromosdmico.

La cepa T.11, también segin una variedad de técnicas y condicio-
nes, muestra en una de ellas tres plasmidos, uno de ellos relati-

vamente grande (ver Figura 12).

Las cepas T.1, T.6, T.104 y T.103 en minipreparaciones no eviden-
ciaban plasmidos, pero preparados por dos técnicas distintas vy
purificando el ADN plasmidico en cloruro de cesio, muestra cada
cepa un megaplasmido uUnico que corre un poco por encima de los
fragmentos de ADN cromosdémico (Figura 13). En minipreparaciones,
estos plasmidos también eran enmascarados por los fragmentos de

ADN cromosdmico.

UOno de estos plasmidos, el de la cepa T.12, fue transferido por
transformacién a una cepa de E. coll recA- (XL1), sensible a am-
picilina. Se seleccioné por resistencia a ampicilina y por resis-
tencia a Tez203=. Dos de los transformantes aislados adquirieron
el plasmido de la cepa T.12, segin se muestra en la Figura 14.
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ARCLELS
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Figura 10: An4lisis de
plasmidos. .Los plésmidos
de las cepas 210,213, 216
y 217 se obtuvieron a
partir de minipreparacio-
nes segin el procedimien-
to de lisis por alta con-
centracién de SDS usando
EDTA 150 mM y SDS 3%. Las
bandas plasmidicas de las
cepas 300,316 y 501 se
obtuvieron segin la puri-
ficacidén de ADN plasmidi-
co en gran escala utili-
zando para cada cepa tan-
to el método de lisis por
ebullicidn (izquierda)
como el método de 1lisis
por SDS (derecha).

Figura 11: An&lisis de
plasmidos de la cepa
T.12, a partir de mini-
preparaciones obtenidas
segin el procedimiento de
alta concentracidén de SDS
variando las concentra-
ciones de EDTA y SDS. El
mejor resultado (linea B)
corresponde a 100 mM de
EDTA y 2% de SDS.
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Figura 12: Analisis de
los plasmidos de la cepa
T.11 obtenidos segin mi-
nipreparaciones mediante
lisis por alta concentra-
cién de SDS con distintas
concentraciones de EDTA y
SDS. A: marcadores, D
(mejor resultado): EDTA
150 mM y SDS 2%.

Figura 13: Andlisis de
los plasmidos de las ce-
pas T.1, T.6, T.103 ¥y
T.104 a partir de la pu-
rificacién de ADN plasmi-
dico en gran escala, uti-
lizando la técnica de 1li-
sis por ebullicidén (iz-
quierda) y la de lisis
por SDS (derecha).
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Figura 14: Analisis de
plédsmidos de dos trans-
formantes de la cepa XL1
de E. c¢oli transformada
con el plasmido de la ce-
pa T.12 y seleccionados
por resistencia a ampici-
lina y por resistencia a
telurito y de la cepa
T 12

Figura 15: Crecimiento de la cepa XL1 de E£. coll transformada con

el plasmido de
de K2Te203,

Tsd12,

en medio M9 conteniendo 10-3 M




La Figura 15 muestra una de las cepas transformadas de K. coll

que es capaz de reducir el Tez203= y gus colonias son negras debi-
do a la conversidén de telurito a telurio.

Cuando se analizaron el resto de las resistencias en la cepa de
E. coli transformada, se determiné que éstas se incrementaron en
uno a tres 6rdenes de magnitud respecto de la cepa sin transfor-
mar, indicando que el plasmido de la cepa T.12 posee los determi-

nantes genéticos de tales resistencias.

Tabla IX: Resistencias comparativas a ampicilina (pg/ml) y io-
nes metalicos (Molar) entre la cepa de K. coll sin

transformar y transformada y la cepa T.12.

E. coli K. coll transf. T.12
Ampicilina -- 150 pg/ml 150 pg/ml
Te2032- 10-8 M 10-3 M 10-3a M
Cdz+ 10-8 M 10-3 M 10-3 M
Ag+ 10-8 M 10-4 M 10-2 M
As033- 10-5 M 10-3 M 10-2 M
As043- 10-5 M 10-2 M 10-2 M
Sh3+ 10-5 M 10-3 M 10-3 M
Pba+ 10-5 M 10-3 M 10-2 M
Hg2+ 10-8 M 10-5 M 10-4 M

- 84 -



Discusién

Se aislaron trece cepas de especies de thiobacilos caracterizadas
por poseer multiples resistencias a iones metilicos. Los plésmi-
dos de estas cepas se purificaron y analizaron. Al menos en un
caso, se probdé que las resistencias miltiples a iones metalicos y

la resistencia a ampicilina estan codificadas en un mismo plasmi-
do.

Estos plasmidos constituyen vectores potenciales para trabajar en
la metodologia de transformacién de T. ferrooxidans, con mé&s
chance que otros en la expresién o en la compatibilidad por pro-
venir de bacterias relacionadas, con la ventaja de tener varios
marcadores de seleccion y estas caracteristicas estarian entre
las que se piensa serian de interés industrial.
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CAPITULO II

ANALISIS DEL CRECIMIENTO DK

Thiobacillus ferroaxidans EN MEDIOS SOLIDOS



Introduccién

El Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria de lento crecimien-
to, tanto en medio liquido como en medio s6lido. Una de las razo-
nes que se atribuyen a la dificultad de obtener colonias en medio
s6lido, es la existencia de impurezas orgénicas o de productos de

hidrélisis del agar-agar que inhiben el crecimiento de esta bac-
teria.

Se han propuesto distintas alternativas como medios sbélidos que
permitan el crecimiento: silica gel (95), bajas concentraciones
de agar purificado (96), agarosa (9) o diferentes tipos de fil-
tros de membrana (87). No obstante, en todas las circunstancias
el crecimiento es lento, del orden de varias semanas. Las colo-
nias, cuando se obtienen, se deben observar bajo una lupa este-
reoscdpica y los resultados por lo general no son reproducibles.

Para cualquier estudio genético que se proponga, asi como para la
seleccién de cepas, es indispensable contar con un método de pla-
queo eficiente. En principio, por estas razones se analizé el
crecimiento de esta bacteria en medios sélidos y se desarrollaron
técnicas tendientes a la obtencidén de colonias en corto tiempo.

Resultados

Andlisis del crecimiento en medio gbélido agarizado

Algunae observacionee condujeron a plantear los experimentos in-
dicadoes abajo. En primer lugar, figuran las realizadas a través
del seguimiento del desarrollo de colonias en funcién del tiempo,
en el medio ISP indicado en Materiales y Métodos, solidificado
con agarosa al 0,5%. Una vez inoculadas, las placas fueron obser-
vadas cada 6 a 8 horas con un estereomicroscopio. Durante aproxi-
madamente 40 dias no se visualizé ninguna evidencia de crecimien-
to. Al cabo de tal tiempo, se hizo evidente bajo el estereomi-
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croecopio, la aparicién de microcolonias que tomaban répidamente
un tamafio de aproximadamente 0,1 a 0,5 mm y eran observables di-
rectamente. De tal forma, el lapso entre la ausencia de colonias
y la presencia de colonias observables a simple vista oscilaba
entre 6 y 8 horas.

Con el fin de analizar la posibilidad de que el crecimiento fuera
inhibido por la agarosa o alguna sustancia soluble contaminante,
se prepararon placas incompletas (ver Materiales y Métodos), e
inmediatamente después de que el medio solidificd se colocaron en
posicién vertical como muestra la Figura 16, durante 24 horas, de
modo de produclr un drenaje de agua hacia abajo. En tales condi-
ciones, el supuesto inhibidor de ser soluble disminuiria eu con-
centracién en la parte superior de la placa.

Al cabo de 16 a 17 dias aparecieron colonias de 4 a 7 mm, como
puede apreciarse en la Figura 16. No obstante, algunas placas
también mostraban al cabo de 5-6 dias, un desarrollo bacteriano
en el lugar donde el inhibidor provenliente de la agarosa tedrica-
mente debia haberse concentrado junto con algunas sales del me-
dio.

Las dos observaciones anteriores sugirieron que existe una condi-
cién del medio que se alcanza a través del tiempo y que hace po-
sible el crecimiento réapido y la formacién de colonias.

La Figura 17 muestra una placa de medio e61ido que fue preparada
y se 60lidificé en un plano levemente inclinado, de modo que uno
de sus bordes es muy fino. La placa se inoculd, tocando con un
ansa cargada, el borde opuesto, es decir el de mayor espesor in-
dicado por la flecha. En tales condiclones, las colonias se for-
maron al cabo del séptimo dia sobre el borde més fino. Esto indi-
ca que necesarlamente debié ocurrir un desplazamiento de las bac-
terias inoculadas respecto del lugar de siembra. Debe tenerse en
cuenta que la adhesién al medio agarizado es una condicidén nece-

saria para la formacién de colonias.
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Figura 16: Colonias de la cepa BAi1, obtenidas en una placa incom-
prleta que se mantuvo 24 horas en posicidén vertical,
antes de ser inoculada.

Figura 17: Colonias de la cepa ATCC 19.859 que se formaron en el
borde con menor espesor de medio de cultivo en una
placa que se inoculd en el borde que indica la flecha.




Por estas razones y evidencias, se planificaron los experimentos
que se describen a continuacién. A excepcién del Experimento 1,
en los demés se lnocularon las placas tocando con el ansa cargada
un lugar determinado de la placa a fin de visualizar la adhesidn
y formacidédn de colonias respecto del lugar de siembra. Los expe-
rimentos se hicleron con las cepas ATCC 19.859, BAl y BAZ indica-
das en Materiales y Métodos.

Experimento 1

Se prepararon placas con 20 ml de medio ISP con una concentracién
de agarosa de 0,5%. Se inocularon y rastrillaron. Se cortaron es-
térilmente con un bisturi pequeflas porciones del medio inoculado,
y 8e trasladaron a otra placa estéril. Se incubaron todas las
placas a 30°C., En la placa que contenia pedacitos de medio 1lnocu-
lado hubo un fuerte crecimiento como muestra la Figura 18, entre
el quinto y sexto dia, mientras que las placas originales crecle-
ron colonias muy pequefias entre los 35 y 40 dias.

El medlo de cultivo, el inéculo y las condiciones de incubaciédn
son las misemas. La Unica diferencia reside en la velocidad de
deshidratacién, considerando la posibllidad de drenaje de 1las
plezas pequefias.

Experimento 2

Con el fin de analizar la influencia del grado de deshidratacién
del medio en el tiempo de formacidén de colonias se prepararon
placas incompletas (ver Materiales y Métodos) con 10 ml de medio,
o completas con 20 ml de medio.

Las placas se secaron en campana de flujo laminar durante 15 o
180 minutos. Los resultados de la Tabla X muestran que un mayor
tiempo de secado y la posibilidad de drenaje en las placas incom-
pletas, acortan notablemente el tiempo de formacién de colonias.
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Experimento 3

Considerando que el tiempo requerido para alcanzar un determinado
grado de deshidratacién depende del volumen de medio de cultivo
que se coloca en cada placa, se analizé la influencla de este pa-
réametro en el tiempo necesario para la formacidén de colonias.

En la Tabla X se observa una correlacidén inversa entre el tiempo
de aparicién de las colonias y el volumen de medio. Como se ob-
eerva en la Figura 19, el tamafio de las colonias también esté4 en
correlacién inversa con el volumen del medio de cultivo por pla-
ca.

Experimento 4

Se analizé, ademés, el efecto de 1la concentracidén de agarosa vy
agar en el tiempo de formacidén de colonlas y, particularmente, en
la adhesién de la bacteria al lugar de siembra.

Cuando se usa agar Difco-Bacto como agente gelificante, en gener-
al se necesitan concentraciones superiores al 1% para obtener un
buen gel. No obstante, como en este experimento el inéculo no fue
rastrillado, se ensayaron menores concentraciones.

En cuanto al tiempo de secado en la campana de flujo laminar, el
miemo ensayo se hizo secando 15 minutos antes de inocular o du-
rante 3 dias consecutivos, por periodos de 180, 120 y 60 minutos.

Del an&lisis de lose resultados indicadoe en la Tabla X surge que
el crecimiento en agar y agarosa es equivalente a concentraciones
similares de estos geles, y que dicho crecimiento se retarda con
el incremento en la concentracién de los geles. En estos experi-
mentos, el tiempo de secado es critico en cuanto a la observacidn

del crecimiento.
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Figura 18: Colonias que desarrollaron entre el quinto y sexto dia
sobre pequefias porciones de medio inoculado que se
trasladaron a una placa estéril.

Figura 19: Colonias de la cepa ATCC 19.859 en placas que contie-
nen 7 ml (izquierda) y 3 ml (derecha) de medio ISP.




Tabla X: Efecto de la concentracién, volumen de medio y tiempo
de secado en el tiempo requerido para la formacién de
colonias de Thiobacillus ferrooxidans.

Dias requeridos
para la aparicién

Concentra- Tiempo de de colonlas

cién del Vol/placa secado an- ATCC BA1l BA2

Exp. Gel gel (%) (ml) tes de 18859

inocular

2 Agarosa 0,35 10 180 min 11 12 11
Agarosa 0,35 20 180 min 20 21 20
Agarosa 0,35 10 15 min 22 23 21
Agarosa 0,35 20 15 min 35 35 34
3 Agarosa 0,35 3 15 min 3 3 4
Agarosa 0,35 7 15 min 15 15 15
Agarosa 0,35 15 15 min 26 27 27
Agarosa 0,35 20 15 min 35 35 36
4 Agarosa 0,35 10 15 min 20 19 20
Agarosa 0,50 10 15 min 27 26 26
Agarosa 0,70 10 15 min 33 32 34
Agarosa 0,80 10 15 min 42 43 42
Agar 0,50 10 15 min 27 27 27
Agar 1,00 10 15 min 42 43 42
Agar 1,50 10 15 min 59 N.O. N.O.
Agar 2,00 10 15 min N.O. N.O. N.O.
Agar 3,00 10 15 min N.O. N.O. N.O.
Agarosa 0,35 10 3 diasx* 4 3 4
Agarosa 0,50 10 3 diasx 7 7 7
Agarosa 0,70 10 3 diasx 10 11 10
Agarosa 0,80 10 3 diasx¥ 14 14 14
Agar 0,50 10 3 diasx* 8 8 8
Agar 1,00 10 3 diasx 13 12 13
Agar 1,50 10 3 dias* 15 15 15
Agar 2,00 10 3 diasx* 18 17 18
Agar 3,00 10 3 diasx* 28 27 28

N.O.: No se observan colonias después de 50 dias de cultivo.

x: Se secd durante 3 dias consecutivos, exponiendo en la cam-
pana de flujo laminar durante 180, 120 y 60 minutoe cada
dia, respectivamente.



En todos los casos indicados en la Tabla X, las colonias se for-
maron en toda la placa, a pesar de que se inoculd en un lugar de-
terminado de la misma. Esto indica que el T. ferrooxidans, en de-
terminadas circunstancias, no se adhiere a la agarosa o al agar,
como sucede con otras bacterias.

Es evidente que en estos experimentos, los parémetroe que espon-
taneamente varian en el medio de cultivo a través del tiempo, son
una pérdida de agua por evaporaciédn y consiguientemente, un in-

cremento en la concentracién de las sales componentes.

En relacién a ello también se analizé el efecto de la concentra-
cién de las sales componentes tanto en la adhesién de la bacteria
al lugar de siembra como en el tiempo requerido para la formaciédn
de colonias. Esto se hizo variando la concentracién de cada una
de las sales y la compoeicién global respecto del medio ISP indi-
cado en Materiales y Métodos segin el gradiente: 1X, 1.2X, 1.4X,
1.6X, 1.8X, 2.0X y 2,5X.

Los incrementos en las concentraciones salinas no impidieron, en
ningin caso, el desplazamiento de la bacteria en el medio agari-
zado y no afectaron significativamente el tiempo de aparicién de

colonias.

Desarrollo de métodos para la obtencidédn de colonias de T. ferroo-
xldans en 24 horas

Las relaciones entre el crecimiento bacterianoc y el agua se han
discutido tradicionalmente en términos de presién osmébtica (98).

La mayoria de los microorganiemos poseen mecanismos que les per-
miten sobrevivir con algin grado de “"stress” a cilertos cambios en
la presién oembtica, pero relativamente pocos han evolucionado
con adaptaciones para sobrevivir y crecer éptimamente en ambien-
tes con baja actividad de agua (98-101). Para ello, diferentes
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microorganismos emplean estrategiae dietintas, pero todos ellos
poseen algo en comin: acumulan solutos intracelulares para balan-
cear la presién interna celular contra la externa, previniendo
asi el movimiento de agua hacia el exterior de la célula. Estos
solutos intracelularee deben ser compatibles con las funciones
metabblicas, de ahi que se los denomine solutoe compatibles, y
las células pueden acumularlos por sintesis de novo o por trans-
porte desde el ambiente exterior.

Loe solutos compatibles de muchos microorganismos son aminoécidos
o compuestoe relacionados, particularmente betaina, prolina y/o
glutamato, solos o a veces en combinacién con K+ (88,99).

Por otra parte, las bacterias halofilicas extremas, son proca-
riontes que requieren para su crecimiento 6ptimo, una actividad
de agua muy baja, dada especificamente por una elevada concentra-
cién de cloruro de sodio, y se han adaptado a estas condiclones
esenclalmente por acumulacién intracelular de potasio (102-104).

A fin de lograr algun grado de comprensién respecto de la fisio-
logia de T. ferrooxidans y tratando de reducir el tiempo de for-
macién de colonlias, se anallizé tanto la adhesién al lugar de
siembra, como el tiempo de formaciébn de colonias en medio ISP,
gelificado con agarosa 0,35% y adicionando diferentes compuestos,
que en el marco de lo conocido, podrian tener algin efecto en el

crecimiento.

Adem&s de prolina y betaina, se ensayd sarcosyl. Este Gltimo se
considerd en funcién del notable incremento de la movilidad de T.
ferrooxidans, que se observa al microscopio, cuando una colonia
se suspende en una solucién de este detergente. La estructura del
sarcosyl (sal sédica del &cido N-Lauroil sarcosina) semeja la de
derivados metilados de aminoédcidos involucrados en efectos osmo-
regulatorios. Es probable ademés, que el sarcosyl actie disocian-

do alguan componente de la envoltura celular.



En el Experimento 1, se prepararon placas con 10 ml de medio ISP
adicionando en cada caso los distintos componentes, segin se in-
dica en la Tabla XI y se gecaron en la campana de flujo laminar
durante 15 o 180 minutos. Las placas se inocularon con tres ce-
pas: ATCC 19.859, BAl o BA2, pero el inéculo en lugar de provenir
de medio liquido, se obtuvo por suspensién de una colonia en 1 ml
de la Solucién A del medio ISP indicada en Materiales y Métodos.
La preparacidén del inéculo se hizo en el momento de inocular las
placas, de modo de someter la bacteria el menor tiempo posible a
un medio liquido. Se inoculd tocando con el ansa cargada un lugar

marcado en el borde de la placa.

La Tabla XI indica el nimero de diag necegarios para la formacién
de colonias y se promediaron los resultados con las tres cepas.
Las diferenclae de tiempo de formacién de colonias entre una vy

otra cepa varian escasamente en términos de horas.

La concentracién de ClK indicada corresponde a la adicionada al
medio ISP, el cual tiene 0,2 g/l1.

En todos loe casos las colonias aparecieron dispersas por toda la
superficie de la placa, indicando que ninguna de estas condicio-
nes es suficiente para una adhesién directa al lugar de seiembra.
Esto es consistente con el hecho de que la primera evidencia de
crecimiento por observacién de las placas en un estereomicrosco-
plo, se obtiene solamente unas horas antes de que se formen colo-
niae visibles por observacidédn directa.

El menor tiempo requerido para la formacién de colonias, segin el
Experimento 1 fue de 5 o 6 dias. Las obgervaciones anteriores
permiten sospechar que este tiempo s8e requiere para una mayor
evaporacién de agua, que fluye lentamente desde la base a la su-
perficie del medio de cultivo.
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Tabla XI: Efecto del tiempo de secado y concentracién de Cl1K en
medio ISP conteniendo o no prolina, betaina o sarcosyl
en el tlempo requerido para la formacién de colonias
con las cepae de T, ferrooxidans ATCC 19.859, BAl y BA2.

Tiempo de ClK Sin adicién Prolina Betaina Sarcosyl

Exp. secado (min) (M) (Control) (10-2M)-(10-2M) (10-2M)
1 15 0 20 15 15 13
180 0 15 10 10 8
15 0,06 13 8 8 7
180 0,06 10 6 6 5
15 0,12 13 8 8 7
180 0,12 10 6 6 5
15 0,25 13 8 8 7
180 0,25 10 6 6 5
2 15x% 0 15 12 12 10
180x% 0 12 7 7 6
15% 0,06 10 5 4 3

180x% 0,06 7 2 2 1%x%
15% 0,12 10 4 4 3

180% 0,12 7 2 2 1%xx
15% 0,25 10 4 4 3

180x% 0,25 7 2 2 1kx

(*) Las placas después de secadas se mantuvieron en estufa a
30°C durante 6 dias y se secaron 5 minutos cada dia.

(*%) Desarrollan por incubacién durante una noche.

El Experimento 2 de la Tabla XI se realizé de la misma forma que
el Experimento 1, excepto que las placas, después de preparadas y
geecadas durante 15 y 180 minutos en la campana de flujo laminar,
se mantuvieron en estuva a 30°C durante 6 dias. Cada dia ee seca-
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ron en la campana durante 5 minutos, de modo de evaporar el agua
que asclende a la superficie. Después de 6 dias, se inocularon de

la misma forma que antes.

Las placas preparadas con prolina y betaina segin las condiciones
del Experimento 2 formaron colonias a los 2 dias. Estas placas se
mantuvieron en estufa a 30°C durante 9 dias antee de inocularlas.
En estas condiciones fue posible obtener el desarrclloc de colo-
nias al cabo de una noche.

Loe medlos conteniendo sarcosyl 10-2 M y cloruro de potasio 0,06
M dleron loe mejores resultadoe, obteniéndoee colonlas de 5 a 10

mm como se muestra en la Figura 20.

Ee importante destacar que, a pesar del alto grado de deshidrata-
cién logrado en algunos medios, en ningin caso se logré una adhe-
€ién directa al lugar de siembra. El agua del inéculo podria ser
suficiente para permitir el deslizamiento o para impedir la adhe-
sién. Por otra parte, se debe considerar que la molécula respon-
sable de la adhesidén podria estar s8ujeta a sintesle de novo o a
modificacidn de eu estructura cuando la bacteria se transfiere de
un medio liquido a un medio eé6lido altamente deshidratado.

Con el fin de estudiar en mas detalle la relacién de esta bacte-
ria con el agua, se analizé el crecimiento en medio sélido conte-
niendo Polyetilenglycol 8000 y diferentes concentraciones de clo-
ruro de potasio. Las placas se prepararon con 10 ml de medio ISP
con una concentraciédn de agarosa de 0,35%. Las placas se gecaron
en la campana de flujo laminar durante 15 y 180 minutos, y se
inocularon de la misma forma que en los casos anteriores. Log re-

sultados se muestran en la Tabla XII.

Puede apreciarse que, a medida que aumenta la concentracidédn de
PEG con la consiguiente disminucién en la actividad de agua, dis-
minuye el tiempo requerldo para la formacién de colonias.
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Tabla XII: Efecto del tiempo de secado de las placas, concentra-
cién del cloruroc de potasio y de polyetilenglycol 8000
en el tiempo de formacion de colonias de las cepas
ATCC 19.858, BAl Y BAZ.

PEG 8000 % (p:v)

Tiempo de ClK

secado (min) (M) 0 2 3 4
15 0 21 15 13 9

180 0 15 14 10 6
15 0,06 13 11 9 6

180 0,06 10 8 6 3%
15 0,12 13 10 8 6

180 0,12 10 8 6 4%

En un experimento similar, manteniendo las placas a 30°C durante
4 dias y secéndolas en la campana durante 5 minutos cada dia, an-
tes de inocularlas, las placas preparadas segin las condiciones
que se indican con un asterisco en la Tabla XI, formaron colonias
dispersas por toda la placa al cabo de una noche. No obstante,
las colonias fueron maes pequefias (1 a 2 mm). Solamente en un ca-
g0, que ge muestra en la Figura 21, hubo un menor grado de desli-
zamiento respecto del 1lugar de siembra. No obstante este menor
grado de dispersién, no se pudo volver a repetir ain trabajando

en las mlsmas condiciones.
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Qbtencidén de coloniag en medio ferroso sin agarizar

De lo anteriormente expuesto surge que el principal problema téc-
nico involucrado en 1la obtencién de coloniae en medios agariza-
dos, reside en el tiempo requerido para 1la deshidrataciénm del
gel. Debido a esto, surgié la idea de no agarizar el medio de
cultivo que se coloca en las placas, de modo de facilitar la pér-
dida de agua por evaporacién y analizar la factibilidad de creci-
miento en la capa de sales que se deposita sobre la superficie de
la placa.

Las mejores condiciones se obtuvieron distribuyendo 3 ml de medio
liquido 5X o 10X, respecto de la concentracién de sales del medio
ISP, en placas de fondo perfectamente plano.

La siembra e efectudé en el centro de la placa con 20 ul de un
inéculo en medio liquido y la incubacidn se realizdé a 30°C.

Con tal procedimiento se obtuvo un depdésito de una fina capa de
sales homogéneamente distribuida sobre la superficie de la placa.
El desarrollo bacteriano comenzé a observarse luego de que las
placas perdieron el brillo propio de la humedad y a las pocas ho-
rags se observaron las colonias adheridas al vidrio de la placa.
La Figura 22 muestra este fenémeno en una placa conteniendo medio
5X. Es importante aclarar que para obtener una disposicién homo-
génea de las e8ales sobre la superficie de las placas, éstas no
deben secarse en la campana de flujo laminar, puesto que el as-
pecto de las colonias no es claro ni uniforme.

Discusién

Se han utilizado varios términos para describir microorganismos
que han evolucionado con adaptaciones fisiolbégicas que les permi-
ten crecer en ambientes con baja actividad de agua: halofilicos,
osmofilicos, osmotolerantes, xerofilicos, etc.



Figura 21: Colonias de la cepa BA2 obtenidas inoculando en el lu-
gar que indica la marca, una placa que contiene medio
ISP con 4% de PEG 8000.

Figura 22: Colonias de la cepa BA2 que crecieron a partir de una
fina capa de sales del medio 5X, depositadas sobre el
vidrio de la placa. Fotografia tomada con
transiluminacidn.
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El término halofilicos se aplica correctamente a un grupo espe-
cializado de bacterias que crecen 6ptimamente en ambientes de ba-
Ja actividad de agua, pero esta \iltima debe estar determinada es-
pecificamente por una elevada concentracién de ClNa (20-30% p:v).

El término osmofilico implica solamente el requerimiento de una
elevada presién osmética para el deearrollo é6ptimo, en tanto que
osmotolerante se aplica a microorganismoe que no requieren de una
elevada presidn osmébtica pero que poseen mecaniemos que les per-

miten adaptarse, en cierto grado, al stress osmético.

El término Xerofilico (del griego: amante de lo seco), parece el
m&s apropiado para describir las caracteristicas fisiolégicas del
T. ferrooxidans, ya que el incremento de la presién osmética por
aumento de la concentracién de las sales componentes en los me-
dios, no mejora ni anticipa el desarrollo. Por otra parte, se sa-
be que el crecimlento y la oxidacién de hierro por el T. ferroo-
xidans en medio liquido, se inhiben cuando se incrementa la con-
centracién de ClNa (105,106).

El desarrollo de colonias en pocas horas en las sales depositadas
sobre el vidrio de una placa, constituye una evidencia muy fuerte
sobre la existencia de un requerimiento especifico de un alto
grado de deshidratacién para el desarrollo éptimo de esta Dbacte-
ria. No obstante, esto no debe interpretarse como que la bacteria
no requiere agua, puesto que ésta puede ser provista por la hume-
dad.

Es dificil explicar hasta este momento los efectos del ClK, la
prolina, la betaina y el Sarcosyl sobre el crecimiento del 7. fe-
rrooxidans. Una explicacién razonable podria ser que algunos de
estos compuestos interactian con algin componente de la membrana,
incrementando la solubilidad de clertas proteinas poco solubles.
En este sentido, es conocido que la prolina y el Sarkosyl pueden
interaccionar con proteinas aumentando su solubilidad (107).
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La adhesién bacteriana a un medio gelificado, es una condicién
necesaria para la formacién de una colonia. Para la mayor parte
de las bacteriss, un gel de agar es suficiente para su adhesiédn.
Los experimentoe descriptos demuestran que esto no es asi con el
T. ferrooxidans, aun en las mayores concentraciones de agar o

agarosa ensayadas.

Cuando la placa posee un gradiente de humedad, las colonias se
forman en el lugar mas deshidratado, indicando que la adhesién al
sustrato, al menos establemente, no se produce en presenclia de un

exceso de agua.

Debe considerarse que para el crecimiento a partir de la oxida-
cién de sulfuros metdlicos o azufre (lixiviacidédn directa), el T.
ferrooxidans requiere de un mecanismo de contacto o adhesién a
los sustratos s6lidos insolubles (7,108). Sin embargo, esta adhe-
8i6n no es frecuente y no siempre ocurre en las masas minerales
sometidas a lixiviacién. Hasta el momento se desconoce la rela-
cidén de este fendbmeno con la actividad del agua, asi como las
condiciones que permiten una adhesidén eficiente y estable a estos

sustratos.,

Los resultados descripto evidencian aque el T. ferrooxldans en
cuanto a su crecimiento posee un carécter altamente hidrofébico.
Esto est4 en concordancia con la caracterizacién en este microor-
ganismo de un liposacérido, purificado a partir de su membrana
externa que muestra un alto contenido lipidico (109). Tal liposa-
crido podria ser el responsable del caricter hidrofébico del T,
ferrooxidans, No obstante, la relacién de este LPS con el meca-
nismo de adhesién no ha sido determinada.
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CAPITULO III

CALCULO DE TIEMPOS DE GENERACION



Introduccién

Como se dijo antes, la principal barrera técnico-econémica de los
procesos biohidrometalirgicoe reside en los largos periodos de
procesamiento reaqueridos, y esto se atribuye a la baja velocidad
de multiplicacién bacteriana.

Se ha determinado que el tiempo de generacién de T. ferrooxidans
en medios liquidos oscila entre 6 y 37 horas, dependiendo de ce-
pas y condiciones (110-112).

La poslbllidad de obtener colonias en pocas horas sugiere que el
T. ferrooxlidans puede dividirse a velocidades mucho mayores que
las anteriormente observadas. Por esta razén y con fines compara-
tivos, se estimaron los tiempos de generacién de las cepas ATCC
19.859, BAl y BA2 en medio ISP liquido,y en el mismo medio sdélido
cuando el grado de deshldratacién permite un crecimiento rapido.

Resultados

Para la estimacién de los tiempos de generacién en medio liquido,
las células se cultivaron en Erlenmeyers conteniendo 100 ml de
medio ISP, agitados a 30°C. El volumen se ajusté peridbdicamente
con una solucién de S04H2z de pH 1,8,

El nimero de células se determindé por diluciones y recuento en

placa.

Los tiempos de generacién minimos correspondientes a la fase ex-
ponencial, se estimaron a partir de los resultados que se mues-
tran en la Figura 23, por la ecuacién:

AT x Log2

tg
LogCi1-LogCo
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Los tiempos de generacién promedio de las células multiplicando
adheridas al medio s6lido deshidratado se estimaron por la ecua-
cién anterior de la siguiente forma:

Se inocularon con las trees cepas, placas con medio ISP gin
adiciones pero altamente deshidratado.

El inicio del desarrollo se determiné por observacién de las
placas cada 2 horas en un estereomicroscopio, y se considerd
que el desarrollo se inicié una hora antes a que fuera obser-

vado.
Se consideré que cada colonia proviene de una célula (Co=1).

El ntmero final de células (Ci1) se determindé transfiriendo
cuantitativamente cada colonia, mediante un escarbadientes
estéril, a 1 ml de la Sol. A del medio ISP. Luego de agitar
con Vortex de modo de lograr la suspensidén total de la misma,
se contéd el namero de células por diluciones y recuento en
placa. El nimero final de células por colonia, se determind

como promedio de tres colonias para cada cepa.

Se coneiderd un AT que resulta del tiempo transcurrido entre
el momento de iniclo del crecimiento hasta el momento en que
hubo colonias visibles directamente y se aislaron para hacer

el recuento de células.

En la Tabla XIII se indica el tiempo de generacién minimo,
correspondiente a la fase exponencial durante el crecimiento en
medio liquido, y el tiempo dp generacién promedio cuando las
células crecen adheridas a un sustrato sélido altamente

deshidratado, para las tres cepas.
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Tabla XIII: Tiempos de generacién en medio liquido y en medio gé-
lldo deshidratado.

tg minimo. Crecimiento +tg promedio. Crecimiento

CEPAS libre. Medio liquido adherido a s6l.deshidratado
ATCC 19.859 10,3 horas 25 minutos

BA1l 8,5 horas 20 minutos

BA2 11,6 horas 28 minutos
Discusién

Los resultados anteriores muestran que si bilen T. ferrooxidans es
un microorganismo tolerante al exceso de agua, su desarrollo &ép-
timo corresponde a condiciones de baja actividad de agua. Debe
coneiderarse que esta bacteria evolucioné en rocas y minerales,

que en los ambientes mineros no se encuentran sumergidos en agua.

La identificacién de condiciones que permiten una elevada veloci-
dad de multiplicacién bacteriana es de importancia tecnoldgica en

la optimizacién de los procesos hasta ahora denominados Biohidro-

metalirgicos.
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CAPITULO IV

ANALISIS DE LA RELACION

BACTERIA-PRODUCTO CRISTALINO



Introduccién

Se ha descripto anteriormente la capacidad del T. ferrooxidans de
formar en placas microcolonias observables en estereomicroscopio
(10,75). Habia llamado 1la atencién las formas angulares de las
mismas, particularmente de las que Harrison caracterizé como “co-

lonias en forma de estrella”.

La particularidad de las colonias presentadas en el Capitulo 11,
reslde en el tamafio y en el tiempo de formacién de lae mismas. Si
bien la forma y el tamafio alcanzado depende de la cepa utilizada,
de la composicién del medio y de la estrategia utilizada para re-
duclr la actividad de agua, todas tilenen algo en comin: formas

angulares o geométricas que semejan cristales.

Por otra parte, es de esperar que los productos metabdlicos, re-
sultantes de la biooxidacién, en medios con alto grado de deshi-
dratacidén se encuentren en estado cristalino.

Cabe preguntarse cémo es la distribucilién y relacidén bacteria-pro-
ducto cristalino en estas colonias.

Para responder a estas cuestiones se procedié a la observacién de

los preparados bajo microscopia de scanning.

Resultados

Se describen 1las observaciones obtenidas a partir de colonias
bacterianas, de aproximadamente un centrimetro de didmetro, en
forma de estrella, como la que con una flecha se indica en la Fi-

gura 24.

La Figura 25 es un esquema de una colonia tipo, en el que se in-
dican zonas de caracteristicas diferenciables a simple vista: a)
centro de la colonia de aspecto pulverulento; b) borde de colora-
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cién mas oscura que el resto de la colonia; y c¢) zona intermedia

entre centro y borde.

Los centros de las colonias como el indicado con (a), por obser-
vacién directa, tienen apariencia de granulado menor. Las foto-
grafias correspondientes de scanning, muestran unidades cristali-
nas menores en forma cuibica, disgregadas como se muestra en las
Figuras 26, 27 y 28.

Cuando la superficie de la zona que va desde el centro al borde,
como la representada por (c) en la Figura 25, se analiza por
scannling, sblo se observan cristales ordenadoe paralelos al plano
de la colonia, como muestra la Figura 29. Pero si estos cristales
se lavan levemente con una solucidén &cida antes de hacer el fija-
do para el andlisis por scanning, se observan las bacterias dis-
tribuidas desordenadamente como se muestra en la Figura 30. En
cambio, 8l cristales de esta zona se rompen mecanicamente con un
escarbadientes estéril, previamente al andlisis por scanning, en
cristales semidestruidos por accién mecanica, se observan las
bacterias distribuidas segin planos y direcciones ordenadas como
se observa en la Figura 31. Las im&genes sugieren que las bacte-
rias quedan temporalmente ocluidas en el cristal que forman.

Cuando el borde de la colonia indicado por (b) en la Figura 25 se
analiza por scanning, ein introducir ninguna alteracién previa,
ge observan cristales alargados, que a diferencia de los de 1la
zona (c), se han levantado del plano de la colonia y grupos de
elloe toman formas de ramilletes, como se muestra en las Figuras
32 y 33.

Aunque todos los cristales del borde, tienen forma semejante y se
encuentran levantados respecto del plano de la colonia, se apre-
cian diferencias entre ellos, fundamentalmente en el extremo su-

perior que queda mas expuesto al aire y alejado de la base. Algu-
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nos tienen su extremo superior cerrado, y otros lo tienen abierto
como se observa en las Figuras 34 y 35. Algunos presentan fractu-

ras en el extremo superior como se muestra en la Figura 36.

Las observaciones realizadas en el borde de las colonias asocia-
das al hecho de que 24 a 48 horas después de que se obtienen las
colonias analizadas comienzan a formarse colonias menores en los
alrededores de las originales (ver Figura 24), permiten asociar
el fendémeno a un mecanismo de translocacidén bacteriana en super-
ficie, conocido en microbiologia como “"expulsidén” o "eyeccidén”, y

que se discute en el Capitulo VII.

Figura 24: Fotografia de colonias de 1la cepa BA2 obtenidas en
medio ISP con sarcosyl 10-2 M y Cl1K 0,05 M.

- 113 =























































































































































	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Resumen
	Abreviaturas
	Introducción
	Materiales y Métodos
	I. Búsqueda de vectores potenciales para la transformación de T. ferrooxidans
	II. Análisis del crecimiento de T. ferrooxidans en medios sólidos
	III. Cálculo de tiempos de generación
	IV. Análisis de la relación bacteria-producto cristalino
	V. Bio-oxidación de sulfuros metálicos. Desarrollo microbiano en relación a la fuente de nitrógeno
	VI. Crecimiento, bio-oxidación y resistencia de T. ferrooxidans en función del contenido de agua del medio
	VII. Fenómenos de translocación bacteriana en superficies
	Conclusiones Generales
	Bibliografía

