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RESUMEN
El arsénico (As) es un metaloide altamente téxico para todas las formas de vida, el
cual es liberado al ambiente por fuentes naturales y actividades antropicas. El
consumo de agua contaminada con As es un problema a nivel mundial, lo que
representa un problema a la salud publica. Para remediar esta situacion, existen
tecnologias como la adsorcion, método basado en la capacidad de retencioén de
contaminantes en la superficie de adsorbentes. En la busqueda de nuevos
adsorbentes, los 6xidos de hierro como Schwertmannita (Sch) y Jarosita (Jt),
presentan buenas propiedades de adsorcion de As, compuestos que pueden ser
biomineralizados por bacterias acidofilas oxidantes de hierro como
Acidithiobacillus ferrooxidans. La biomineralizacion de o6xidos de hierro es un
proceso mediado por factores como la formacion de biopeliculas y las
interacciones del Fe(lll) con diferentes estructuras de la matriz extracelular (ECM,
del inglés extracelular matrix), por lo que es necesario caracterizar las biopeliculas
formadas por Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, incluyendo componentes
de su matriz extracelular, y evaluar su utilidad en el tratamiento de aguas

contaminadas con As inorganico mediante biomineralizacién de éxidos de hierro.

Asi, se evaludé la viabilidad de A. ferrooxidans ATCC 53993 a diferentes
concentraciones de As inorganico, mediante analisis espectrofotométricos
midiendo la densidad optica a 430 nm. Se analizo la formacion de biopeliculas
sobre soportes inorganicos y organicos mediante ensayos de adherencia
evaluados por microscopia de epifluorescencia y con microscopia electronica de

barrido. La caracterizacion de las estructuras presentes en la ECM se realiz6



mediante analisis de distribucibn de tamafio, microscopia electronica de
transmision y analisis protedmico. Ademas, se analizaron los O0xidos de hierro
biomineralizados por biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre un
soporte orgénico inerte, los cuales fueron caracterizados mediante microscopia
electronica de barrido asociado a espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
y difraccién de rayos X, junto también con una evaluacién de su capacidad de
adsorcion de As mediante Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado

Inductivamente.

Los resultados indicaron que A. ferrooxidans ATCC 53993 fue capaz tolerar hasta
2 mM de As(lll) y 32 mM de As(V). Ademas, de adherirse a sustratos inorganicos
(pirita y azufre elemental) y a un soporte organico inerte (bioball), formando
biopeliculas. En cuanto a la caracterizacion de su ECM, esta cepa es capaz de
producir vesiculas de membrana, las cuales presentan capacidad de adherencia a
pirita y azufre elemental como también una capacidad oxidativa de hierro reducida
con respecto a las células. Por ultimo, las biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC
53993 son capaces de biomineralizar 6xidos de hierro, principalmente Sch y Jt.
Los cuales presentaron una capacidad para adsorber As(lll) de 23.2 mg-g?.
Valores que sugieren la posibilidad de desarrollar un sistema de tratamiento de
aguas contaminadas con As basado en la inmovilizacion de Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 53993 sobre bioballs y que permiten la biomineralizacién de
oxidos de hierro y éstos pueden capturar el As inorganico. Como proyecciones a
este proyecto quedan estudiar el desarrollo de un sistema de tratamiento a mayor

escala para evaluar los rendimientos de biomineralizacién de O6xidos de hierro

Xi



como de la adsorcidon de As. Por otra parte, surge la necesidad de esclarecer las
funciones de las MVs dentro del contexto de la formacidén de biopeliculas de esta
bacteria, junto con la interaccibn con minerales que puede influir en la

biomineralizaciéon de 6xidos de hierro.
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ABSTRACT

Arsenic (As) is a highly toxic metalloid to all forms of life, released into the
environment through natural sources and anthropogenic activities. The
consumption of water contaminated with As is a global issue, posing a public
health problem. To remediate this situation, technologies such as adsorption, a
method based on the retention capacity of contaminants on the surface of
adsorbents, are employed. In the search for new adsorbents, iron oxides such as
Schwertmannite (Sch) and Jarosite (Jt) exhibit good As adsorption properties.
These compounds can be biomineralized by iron-oxidizing acidophilic bacteria like
Acidithiobacillus ferrooxidans. The biomineralization of iron oxides is mediated by
factors such as biofilm formation and the interactions of Fe(lll) with different
structures of the extracellular matrix (ECM). Thus, it is necessary to characterize
the biofilms formed by Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, including
components of its extracellular matrix, and evaluate their utility in the treatment of

water contaminated with inorganic As through the biomineralization of iron oxides.

In this study, the viability of A. ferrooxidans ATCC 53993 at different concentrations
of inorganic As was evaluated using spectrophotometric analysis by measuring
optical density at 430 nm. Biofilm formation on inorganic and organic supports was
analyzed through adherence assays evaluated by epifluorescence microscopy and
scanning electron microscopy. The characterization of structures present in the
ECM was performed using size distribution analysis, transmission electron

microscopy, and proteomic analysis. Additionally, iron oxides biomineralized by
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biofiims of A. ferrooxidans ATCC 53993 on an inert organic support were
characterized using scanning electron microscopy associated with energy-
dispersive X-ray spectroscopy and X-ray diffraction, along with an evaluation of

their As adsorption capacity using Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry.

The results indicated that A. ferrooxidans ATCC 53993 was able to tolerate up to 2
mM of As(lll) and 32 mM of As(V). Additionally, it adhered to inorganic substrates
(pyrite and elemental sulfur) and an inert organic support (bioball), forming biofilms.
Regarding the characterization of its ECM, this strain is capable of producing
membrane vesicles, which exhibit adhesion to pyrite and elemental sulfur, as well
as a reduced iron oxidation capacity compared to the cells. Lastly, the biofilms of
A. ferrooxidans ATCC 53993 can biomineralize iron oxides, primarily Sch and Jt,
which demonstrated an As(lll) adsorption capacity of 23.2 mg-g™. These values
suggest the potential to develop a water treatment system for As contamination
based on the immobilization of Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 on
bioballs, allowing for the biomineralization of iron oxides capable of capturing
inorganic As. Future projections for this project include studying the development
of a larger-scale treatment system to evaluate the efficiency of iron oxide
biomineralization and As adsorption. Additionally, there is a need to clarify the
functions of MVs within the context of biofilm formation by this bacterium, as well
as the interaction with minerals, which can influence the biomineralization of iron

oxides.
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INTRODUCCION

1.1 Arsénico, caracteristicas generales, quimicay distribucién

El arsénico (As) es un metaloide ampliamente presente en el ambiente y es
toxico para todas las formas de vida. El As estd presente en diferentes
formaciones geolégicas y puede ser liberado al ambiente por diferentes vias
como la disolucién de compuestos de As adsorbidos en minerales, erupciones
volcanicas, meteorizacion de rocas, descargas de aguas geotérmicas. Como
también por diversas actividades antropogénicas, como la mineria,
procesamiento de combustibles fésiles, fertilizantes y farmacos que lo contienen

(Singh y col., 2015; Sodhi y col., 2019; Berg y Borges. 2020).

El ciclo biogeoquimico del As involucra su presencia en la atmosfera, agua,
suelo y sedimentos (Figura 1), donde la movilidad y biodisponibilidad es
afectada por factores como la concentracion, el estado de oxidacién, factores
fisicoquimicos (pH, potencial redox, entre otros) y la accion microbiolégica,
(Jang y col., 2016; Chatterjee y col., 2017). El As presenta cuatro estados de
oxidacion, arseniato [As(V)], arsenito [As(lIl)], As elemental [As(0)], y arseniuro
[As(-1l1)] (Chang y col., 2018). En la naturaleza, el As se puede encontrar en
diferentes formas quimicas, tanto organicas como inorganicas. Entre las formas
inorganicas, el As(lll) [(H3AsOs)] y As(V) [(HsAsO4)] son las especies
predominantes, siendo el primero mas toxico que el segundo y ademas es mas

soluble y por esto presenta mayor movilidad (Assis y col.,, 2019; Rahman y



Singh. 2019). Por dltimo, el As(lll) prevalece en condiciones reductoras,
mientras que el As(V) lo hace en condiciones oxidantes (Wang y col., 2019;
Baloch y col., 2020). La contaminacién por As en aguas Yy suelos representa
una seria preocupacion ambiental a nivel mundial, ya que se han informado de
altas concentraciones de este metaloide en diversas partes del mundo,
afectando a 107 paises, dentro de los cuales destacan Afganistan, Argentina,
Bangladesh, Bolivia, Chile, China, Ghana, India, Japon, México, Mongolia,
Pakistan, Romania, Tailandia, Estados Unidos y Vietham (Wang y col., 2020), lo
gue representa un riesgo potencial para cerca de 296 millones de personas,
debido al consumo de agua contaminada con este metaloide (Naujokas y col.,

2013; Chakrabarti y col., 2018).
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del As (Modificado de Bérral-Fraga, L., y col.,
2020).



1.2 Contaminacioén por As en Chile

Chile posee un importante problema debido a la contaminacion de las aguas
con As que ocurre principalmente en la zona norte del pais, donde las altas
concentraciones de este metaloide provienen de la actividad volcanica natural
de la Cordillera de Los Andes, como también de la hidrologia y mineralogia de
las cuencas y rios que nacen desde ésta (Ferreccio y Sancha. 2006; Castillo y
Venegas. 2010; Herrera y col.,, 2019). A esto se suman fuentes antrgpicas,
incluidas las actividades de extraccion y fundicion del cobre en donde se
generan gran cantidad de residuos toxicos que involucran la liberacion de As al

aire, suelo y agua (Castillo y Venegas. 2010; Ibarra y col., 2018).

La regién de Antofagasta es extremadamente arida y con un grave problema de
escasez hidrico, donde existe una marcada competencia por el uso del agua
para la mineria, la agricultura y uso doméstico (Buguefo y col., 2014; Zarate y
col., 2020). El rio Loa presente en esta regién, es la Unica fuente de agua
superficial permanente de la zona y que fluye en direccion oeste hacia al este,
cruzando el desierto de Atacama y finalmente desemboca en el Océano
Pacifico (Pell y col., 2013). El rio Loa se puede dividir en siete areas principales,
en donde cada una posee diferentes caracteristicas fisicoquimicas y diferentes
concentraciones de As, que van desde los 100 hasta >1000 ug L (Romero y
col., 2003; Direccion General de Aguas, 2004; Wilson y col., 2011). Por otro

lado, existen otros rios en el norte del pais que presentan también altas



concentraciones de As, como por ejemplo el rio LLuta y el rio Camarones,
ambos en la regién de Arica y Parinacota (250 pg L' y 1000 ug L%,
respectivamente) (Valenzuela y col., 2009; Byrne y col., 2010; Gamboa y col.,
2013). Estas altas concentraciones generan un problema sanitario en la zona
norte del pais, debido a que las personas estan expuestas al consumo de agua
y productos alimenticios contaminados con este metaloide (Caceres y col.,

2005; Marshall y col., 2007).

1.3 Efectos del As en la salud humana

La exposicién al As puede provocar diferentes patologias en el ser humano. De
hecho, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC. 2004)
ha descrito a este metaloide como un carcinégeno de “clase 1’y es una de las
diez sustancias quimicas mas preocupantes para la salud publica segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010). En base a la epidemiologia
asociada a la exposicion crénica a As, la OMS establecidé la concentracion
maxima recomendada de As en agua, de 10 uyg L* (OMS. 1996). Lo cual en

nuestro pais se regula a partir de la Norma Chilena 409 (INN. 2005).

Su toxicidad estd relacionada con que el As(V) posee propiedades
fisicoquimicas similares al fosfato inorganico, por lo que puede reemplazarlo,
inhibiendo vias energéticas en las mitocondrias. Mientras que el As(lll), es
capaz de unirse a grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina presentes en
proteinas, lo que puede alterar su funcionalidad (Roggenbeck y col., 2016). La
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acumulacion de estas especies de As inorganico en el cuerpo humano puede
provocar varias alteraciones genéticas y epigenéticas, lo que conlleva
finalmente a diversos efectos adversos a la salud, tales como lesiones cutaneas
(melanosis, queratosis, hiperqueratosis), cancer de piel, vejiga, pulmén y riiién.
En cuanto a otras patologias, se ha estudiado la relacion del As con diabetes
mellitus, obesidad, hipertension, enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas
(Huang y col. 2015; Steinmaus y col. 2016; Kuo y col., 2017; Sage y col., 2017;
Bolt y Hengstler. 2018; Minatel y col., 2018; Mochizuki., 2019; Eick y Steinmaus.

2020).

1.4 Tecnologias de tratamiento convencionales parala remocion de As

Diferentes tecnologias se han desarrollado e implementado para remediar el As
del agua, en donde los procesos convencionales de remocién son
principalmente procesos de tratamiento fisicoquimicos, tales como: 1)
oxidacion, donde el objetivo principal es convertir el As(lIl) soluble a As(V), para
su precipitacién mediante el uso de diferentes quimicos como cloro, diéxido de
cloro y ozono. Entre sus desventajas estan el requerir un control eficiente del
pH y la generacion de subproductos no deseados; 2) coagulacion-filtracion, en
donde se agrega un coagulante, el cual cambia la carga superficial de sélidos
para permitir su aglomeracion formando floculos que pueden precipitar por
accion de la gravedad y/o se pueden filtrar mas facilmente. Las principales

limitaciones del método es la producciéon de una gran cantidad de lodos toxicos



y que requiere un ajuste de pH previo del afluente; 3) tecnologias de
membranas, basadas en el uso de membranas las cuales estan elaboradas de
materiales sintéticos, con gran cantidad de poros de diametros microscopicos,
presentando una permeabilidad selectiva. Las desventajas principales estan
asociados a altos costos de implementacion y de funcionamiento, junto con la
necesidad de acondicionamiento previo del afluente; 4) adsorcion, un proceso
en el que sustancias disueltas son retenidas, mediante reacciones fisicas y
quimicas, por superficies sélidas con las que entran en contacto. Este ultimo, es
uno de los métodos mas utilizados debido a su alta eficiencia de remocion, facil
operacion y manipulacién, no se generan lodos ni subproductos nocivos, facil
aplicacion en areas rurales y, ademas, ciertos adsorbentes se pueden reutilizar
y regenerar. Las principales desventajas de este método son el alto costo
econdémico de produccién y la baja selectividad asociado a ciertos adsorbentes
convencionales. (Singh y col., 2015; Jha y col.,, 2017; Zakhar y col., 2018;
Kumar y col., 2019; Wang y col., 2019; Baloch y col., 2020; Barral-Fraga y col.,
2020). Debido a las caracteristicas y ventajas que presenta el método de
adsorcion en la remediacion del As, es que los esfuerzos cientificos han ido
hacia la busqueda de nuevos adsorbentes que sean econdmicos en su
produccion, que posean buenas caracteristicas de adsorcidbn y que sean

amigables con el ambiente.



1.5 Tratamientos bioldgicos alternativos de remocion de As

Debido a las desventajas de los métodos convencionales, se han buscado
alternativas que impliguen un menor costo econdmico y que sean mas
amigables con el ambiente. Es asi como la biorremediacion ha sido motivo de
estudio debido a las adaptaciones que presentan los microorganismos,
especialmente en bacterias, para tolerar contaminantes ambientales, las que le
han permitido proliferar en esas condiciones ecoldgicas, lo que representa una
ventaja, ya que se pueden utilizar sin causar un impacto negativo en el
ambiente (Tanmoy y Saha. 2019). De esta manera, se han establecido
diferentes procesos mediante los cuales ciertas bacterias pueden biorremediar
el As, los que corresponden a: 1) biosorcién, es un proceso pasivo, en donde el
As en la fase acuosa es secuestrado por ciertos componentes de la pared
celular de las células bacterianas o biomasa, tales como polisacaridos,
proteinas y lipidos (Dadwal y Mishra. 2017; Sher y Rehman. 2019); 2)
bioacumulacién, en donde las bacterias captan el As del medio, mediante
proteinas de membrana como porinas, ingresando a la célula para luego ser
secuestrados por proteinas y ligandos peptidicos (Diep y col., 2018; Sher y
Rehman, A. 2019); 3) biotransformacion, por su parte, implica un cambio en el
estado de oxidacién de la especie de As, lo que puede ocurrir de tres formas
diferentes: mediante la oxidaciéon de As(lll) a As(V), en donde bacterias
qguimiolitétrofas pueden obtener energia y por otro lado, bacterias heterétrofas

utilizan este proceso como mecanismo de detoxificacion (Silver y Phung, 2005;
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Zhang y col., 2016); la reduccion de As(V) a As(lll), como mecanismo de
desasimilacion del As (Saunders y Rocap. 2016) y la metilacion de As(lll), para
luego ser expulsados al medio extracelular (Sher y Rehman. 2019). En los
procesos de biotransformacion las bacterias reductoras de As(V) adoptan una
via de desintoxicacion con genes ars, mientras que las bacterias oxidantes de
As(Ill) lo hacen mediadas por los genes aio (Silver y Phung. 2005; Ye y col.,
2020); 4) biomineralizacion, la cual corresponde a la biosintesis de minerales
(6xidos de hierro, minerales de calcio, entre otros), que pueden tener una alta
capacidad de adsorcion de As, el que es incorporado a su estructura y luego
precipitado, lo que proporciona una desintoxicacion o disminucion de la
concentracion de este metaloide en el medio (Gadd y Pan. 2016; Alam y col.,

2019; Ghosh y col., 2019; Sher y Rehman. 2019).

1.6 Oxidos de hierro: Adsorbentes biomineralizados por bacterias con

afinidad a metales pesados

Entre los minerales con propiedades de adsorciéon que pueden ser producidos
por bacterias se encuentran los 6xidos de hierro, cuya sintesis puede ocurrir en
diversos ambientes como suelos, sedimentos, aguas superficiales y suelos
marinos. Los 6xidos de hierro se obtienen dentro de los ciclos biogeoquimicos
del hierro y azufre, afectando la disponibilidad de nutrientes, la movilidad de

metales pesados Yy la calidad del agua (Faivre. 2016; Parkinson. 2016). Existe



una gran variedad de este tipo de minerales, donde algunos de los mas
estudiados corresponden a Schwertmannita (Sch) y Jarosita (Jt), los cuales se
encuentran naturalmente en ambientes con pH acidos, altas concentraciones de

hierro, sulfato y metales pesados (Zhang y col. 2018; Cruells y Roca. 2022).

La Sch que posee la siguiente formula quimica (FesOs (OH)s-2x(SOa)x)
(1=x=1.75), es un mineral de color anaranjado pardo con una morfologia
esferoide amorfa, acicular, con prolongaciones en forma de aguja, descrito
también con “forma de erizo de mar”’. Este mineral posee una alta area de
superficie especifica, baja cristalinidad y una estructura de tanel con un nucleo
de SO4% (Figura 2A), el cual puede ser reemplazado por aniones de radios
atomicos y cargas similares. Estas caracteristicas lo hacen un adsorbente
capaz de interaccionar con diferentes metales pesados como el As(lll), As(V),
Cu(ll), Cd(ll), SbOa(-1ll) (Li y col.,, 2018a; Miyata y col., 2018; Zhang, y col.,
2018; Zhu y col., 2020). Por su parte, Jt es un mineral que posee la siguiente
formula quimica [(MFe3(S0Oa4)2(OH)s), donde M puede ser reemplazado por un
cation monovalente o divalente tal como: NH4*, H3O*, K*, Na*, Ag*, Hg?* o Pb?*.
En la naturaleza las formas dominantes de Jt corresponden a K-jarosita, Na*-
jarosita y HsO"-jarosita (Hudson-Edwards. 2019). Este mineral de color amarillo
ocre palido posee una morfologia romboédrica cristalina (Figura 2B), la cual
puede variar dependiendo de condiciones fisicoquimicas tales como el pH, la
agitacion y la presencia de ciertos cationes (Eftekhari y col. 2020b). Al igual que
Sch, Jt registra capacidades para adsorber diferentes contaminantes tales como
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As(V), Cu(ll), Cr(VIl) y U(VI), entre otros (Yang y col. 2020; Cruells y Roca.

2022; Picazo-Rodriguez y col. 2022; Guo y col. 2024).

@ o
Q© Fe**
O so

Figura 2. Modelos estructurales de minerales de oOxidos de hierro:
schwertmannita y jarosita. A) Modelo estructural de Sch. Los aniones de
oxigeno y OH" se muestran en rojo, los cationes de Fe3* en naranja, los iones
S04% en amarillo. B) Modelo estructural del Jt. Los aniones O? se muestran en
morado, cationes Fe3* en verde y SO4? en café. (Modificado de Xu, H. y col.
2010; Bishop, J. L. y col. 2015).

En cuanto a la interaccién de estos 6xidos de hierro con el As, se han descrito
dos mecanismos principales de adsorcion: insolubilizacién, mecanismo por el
cual la especie de As intercambia al ion sulfato que posee tanto Sch como Jt en
sus estructuras, quedando incorporado en la superficie del mineral (Figura 3). El
segundo mecanismo corresponde a la formacién de fuertes complejos mediante
enlaces covalentes en la superficie del mineral (Figura 4) (Fukushi y col., 2003;

Burton y col., 2009; Antelo y col., 2012; Gallegos-Garcia y col., 2012; Paikaray y
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col., 2014; Vithana y col., 2014; Li y col., 2018b; Miyata y col., 2018; Zhang y

col., 2018; Hudson-Edwards. 2019; Karimian y col. 2023).

@ re O 02y
Figura 3. Mecanismo de insolubilizacién de As en 6xidos de hierro (Inazumi y
col., 2018).

(a) Monodentado (b) Bidentado mononuclear (c) Binuclear
Figura 4. Complejos de arsénico formados en superficies de minerales de éxido
de hierro. Modificado de Gallegos-Garcia, M., y col., (2012).
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Debido a sus caracteristicas, se han realizado estudios para comparar la
capacidad de adsorber As de los Oxidos de hierro biomineralizados, con
respecto a adsorbentes convencionales. En el caso de Sch biomineralizada por
A. ferrooxidans LX5, Liao y col. (2011), obtuvieron una capacidad maxima de
adsorcion de 113.9 mg As(lll)-g* Sch. Este resultado es similar a lo obtenido
por Song y col. (2018), quienes determinaron que la adsorcion maxima de Sch
biomineralizada por A. ferrooxidans LX5 fue de 117.0 mg As(lll)-g* Sch. En el
caso de Jt, Ahoranta y col. (2016), analizaron la capacidad de un consorcio
bacteriano y de los 6xidos de hierro biomineralizados de adsorber As(lll) y
As(V) con una concentracion inicial de 100 mg-L?, obteniendo que el principal
mineral producido fue Jt, que registré capacidades de adsorcion de 1.24 mg
As(lll)-gty 2.07 mg As(V)-g*. A pesar de presentar bajos valores de capacidad
de adsorcion, la Jt biomineralizada fue capaz de remover el 99.4% de As(V)
después de 48 h. Asi, las capacidades de adsorcion que poseen estos
minerales de 6xido de hierro son buenas en comparacién con los registrados
para adsorbentes convencionales utilizados para la remediacibn de este
contaminante, como por ejemplo: el carbdén activado, el cual presenta valores
de adsorcion de As(lll) igual a 29.9 mg-g* y de As(V) de 30.48 mg-g*; alimina
activada, que ha registrado una adsorcion de As(V) de 15.9 mg-g* y zeolita,
con valores de adsorcion de As(V) que varian desde los 10 — 22.5 mg-g?, entre

otros (Mohan y Pittman Jr. 2007; Singh y col., 2015; Asere y col., 2019).
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1.7 Mecanismos de biomineralizacion de 6xidos de hierro en bacterias

Existen tres mecanismos principales mediante los cuales la biomineralizacion
bacteriana puede ocurrir, de manera controlada, inducida e influenciada. En la
biomineralizacibn controlada, la bacteria posee actividades celulares
determinadas que permiten dirigir la nucleacién, crecimiento, morfologia y
composicién de las particulas minerales, las que seran sintetizadas en un lugar
definido dentro o sobre la célula, bajo ciertas condiciones fisicoquimicas y
genéticas especificas (Bazylinski y Frankel. 2003; Weiner y Dove. 2003; Dong.
2010). En la biomineralizacion inducida, los minerales se forman en el exterior
de la célula como resultado de reacciones quimicas de productos metabdlicos
con iones y/o compuestos en el medio. En el caso de la biomineralizacién
influenciada, los minerales se forman debido a una interaccién pasiva con la
materia organica de la matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix)
(Benzerara y col. 2011). Para el caso de la biomineralizacion de o6xidos de
hierro, participan los mecanismos inducido e influenciado para lo cual es
necesario un proceso de oxidacion de Fe(ll) para producir Fe(lll), el cual va a
interaccionar sobre estructuras de la ECM secretada por las células
bacterianas, funcionando como sitios de adsorcion de iones, nucleacién y
crecimiento de minerales (Hedrich, y col. 2011). De esta manera, se hace
relevante estudiar los distintos elementos que componen la ECM y que pueden

participar en el proceso de biomineralizacion.
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La biomineralizacion de oxidos de hierro es un proceso realizado por una
reducida diversidad de bacterias, donde podemos encontrar principalmente
extremdfilas, tales como: aciddfilas, termofilas y psicrofilas (Donati y col. 2016;
Maleke y col., 2019; Yang y col., 2020; Mufoz-Villagran y col. 2022). Todos
estos tipos de bacterias pueden llevar a cabo este proceso de manera natural

(en forma plancténica o en biopeliculas) o estimulada artificialmente.

En particular, el uso de bacterias acidofilas capaces de biomineralizar 6xidos de
hierro y de formar biopeliculas es un acercamiento metodolégico interesante
para la biorremediacion de aguas contaminadas con As debido a que se puede
obtener una alta biomasa estable en el tiempo. De esta manera, se hace
necesario entender el proceso de formacion de biopeliculas y la participacion de
las diferentes estructuras que la componen en la biomineralizacion de 6xidos de

hierro.

1.8 Biopeliculas bacterianas

Las biopeliculas son sistemas microbianos dinamicos, que se desarrollan en
diferentes interfaces (soélido, liquido, liquido-gas, soélido-gas). Albergan
comunidades microbianas coordinadas y organizadas funcionalmente, que les
otorgan proteccion frente a diferentes tipos de estresores como el pH, metales
pesados, salinidad, radiacion, temperatura, entre otros. Las biopeliculas estan
formadas por la matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix)

secretada por las bacterias, la cual a su vez se compone de moléculas como
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ADN extracelular, lipidos, polisacaridos, proteinas, y las recientemente descritas
vesiculas de membranas (MVs, del inglés membrane vesicles), las cuales se
han descrito como proteoliposomas derivados desde la membrana celular, de
forma esférica y de tamafio nanométrico, cuyo cargo molecular le permiten
participar en diversas funciones, tales como mortalidad bacteriana,
patogenicidad, adquisicion de nutrientes, invasion de hospedero, asociacion
célula — célula, oxidacidén de sustratos inorganicos y formacion de biopeliculas
(Jan. 2017; Zlatkov y col. 2021). La ECM presenta diferentes funciones como
adherencia a superficies, agregacion de células bacterianas, cohesion de la
biopelicula, retencién de agua y captacion de iones inorganicos (Bellenberg y
col., 2014; Vasudevan. 2014; Flemming. 2016a; Khaire y col., 2019; Yin y col.,
2019; Zlatkov y col. 2021). La formacion de la biopelicula (Figura 6) pasa por
diferentes etapas: 1) Fijacion, a partir de células en estado planctonico que se
unen a una superficie de manera reversible, mediante fuerzas fisicas y
estructuras celulares superficiales; 2) Formacién de una monocapa, las células
se adhieren de manera irreversible iniciando la producciéon de ECM; 3)
Formacion de microcolonias, en donde las células bacterianas inician la division
celular para formar una multicapa; 4) Maduracion de la biopelicula, en esta
etapa la biopelicula presenta un alto contenido de ECM; 5) Dispersion de la
biopelicula, etapa en donde algunas células microbianas se liberan y dejan la

biopelicula, debido al hacinamiento y acumulacion de desechos téxicos, donde
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las células volveran a un estado planctonico y reanudaran el ciclo (Vasudevan.

2014; Tolker-Nielsen. 2015; Khaire y col., 2019).

Forma planctonica Biofilm
(5) Desunién y vuelta al estado
plancténico, comenzando un

nuevo ciclo

Far g <

(1) Unién a (2) Formacién (3) Microcolonias (4) Biofilm maduro, con forma
la superficie — de monocapa—» y multicapas —» de "hongo" compuesto de
y produccion polisacarido

Figura 5. Etapas de formacién de una biopelicula. (1) Fijacién o adherencia. (2)
Formacién de una monocapa. (3) Formacion de microcolonias. (4) Maduracion
de la biopelicula. (5) Dispersion de la biopelicula. (Modificado de Vasudevan, R.
2014).

1.9 Acidithiobacillus ferrooxidans y la cepa ATCC 53993 como modelo de
estudio

Una de las especies bacterianas acidofilas capaz de biomineralizar 6xidos de
hierro y de formar biopeliculas mas estudiada, corresponde a Acidithiobacillus
ferrooxidans. Es una bacteria Gram negativa, perteneciente a la clase
Acidithiobacillia, que habita ambientes afectados por drenajes acidos
producidos de forma natural o asociados a actividades mineras, caracterizados
por un pH extremadamente acido y una alta concentracion de metales tales

como el cobre, hierro, azufre y arsénico, entre otros (Park y col. 2014; Quatrini y
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Johnson. 2018, Moya-Beltran y col. 2021). Debido a esto, A. ferrooxidans
presenta una gran tolerancia a diferentes metales pesados como cobre, cadmio,
niquel, arsénico, entre otros, la cual esta mediada por diferentes estrategias
moleculares de proteccion y detoxificacion (Mykytczuk y col. 2011; Almarcegui y
col. 2014; Chen, y col. 2015). A. ferrooxidans es un microorganismo mesofilo y
acidofilo estricto, capaz de vivir en ambientes con rangos de temperaturas entre
4 y 37°C y valores de pH entre 1.0 y 45 (Jung y col. 2022). Posee un
metabolismo quimiolitoautétrofo, fijando carbono desde el CO:2 atmosférico
través del ciclo de Calvin y obteniendo energia mediante la oxidacion de hierro
ferroso [Fe(ll)] y de compuestos reducidos de azufre en presencia de oxigeno
(Moya-Beltran y col. 2021). Esta bacteria es capaz de utilizar el hierro ferroso
[Fe(lD] soluble para la obtencién de energia, oxidandolo a hierro férrico [Fe(ll)]
insoluble. el cual puede precipitar mediante el mecanismo de biomineralizacion
inducida e influenciada, diferentes tipos de minerales tales como Sch y Jt, entre
otros, dependiendo de condiciones fisicoquimicas del medio como la acidez y la
concentracion de sulfato (Figura 5) (Kamde y col., 2018; Demir y col., 2020;

Pawlowska y Sadowski. 2020).

En particular, las cepas de A. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 han
sido las mas descritas hasta la fecha, reportando la secuenciacién completa de
sus genomas, vias metabolicas y biomineralizacion de 6xidos de hierro, lo que

las convierte en modelos de estudio idoneos para relacionar procesos
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biotecnolégicos con elementos moleculares y genéticos (Valdés y col. 2010;

Martinez-Bussenius y col. 2016).

\
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Figura 6. Modelo putativo para la biomineralizacion de schwertmannita y
jarosita por Acidithiobacillus ferrooxidans. El Fe(ll) es oxidado por la proteina
Cyc2, localizada en la membrana en la membrana externa, a Fe(lll) el cual
interacciona con condiciones fisicoquimicas circundantes para la
biomineralizacion de Sch o Jt. Por otra parte, debido a la oxidacién del hierro,
Cyc2 adquiere electrones que participan en la produccion de NADH y de ATP
(Modificado de Yang y col. 2020).

Por otra parte, la participacion de A. ferrooxidans en procesos de
biomineralizacion de 6xidos de hierro se ha estudiado generalmente en el
contexto de consorcios bacterianos (Ahoranta y col. 2016). En general, los
consorcios de microorganismos utilizados en procesos biotecnolégicos tienden

a perder estabilidad en el tiempo, seleccionandose la actividad de sélo algunas
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cepas adaptadas de mejor manera a las condiciones del proceso, debido a un
crecimiento competitivo y la incompatibilidad de metabolitos producidos (Xu, y
Yu. 2021). Ademas de esto, la biomineralizacion de Oxidos de hierro puede
variar entre cada miembro de un consorcio por sus diferentes capacidades de
oxidacion del hierro y los diferentes componentes de la ECM que posean, lo

gue puede alterar la produccién de un tipo particular de mineral.

Es por esto que se hace necesario estudiar y comprender como se comportan
cepas individuales de A. ferrooxidans en procesos de biomineralizacion, asi
como ahondar en la caracterizacion de elementos de su ECM con potencialidad

para interactuar con metales y modular el proceso de biomineralizacion.

1.9 Biopeliculas formadas por Acidithiobacillus ferrooxidans sobre

soportes inorganicos

Acidithiobacillus ferrooxidans ha sido descrita como una bacteria capaz de
adherirse y formar biopeliculas sobre la superficie de sustratos o soportes
inorganicos que se encuentran en ambientes naturales en donde habita, como
los son los minerales de azufre (por ejemplo: pirita [FeSz] y calcopirita [CuFeSz])

(Harneit y col. 2006; Bellenberg y col. 2014; Yang y col. 2015).

En el contexto ambiental donde A. ferrooxidans se encuentra, la formacion de
biopeliculas juega un rol importante para su adaptacion, ya que previene la

toxicidad por metales pesados y permite capturar oligoelementos esenciales y
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solubles que pueden ser utilizados en su metabolismo energético y la
biosintesis de estructuras celulares (Flemming y col., 2016b; Tapia y col., 2016;
Yin y col., 2019). Ademas, investigaciones previas indican que la produccion de
la ECM en las biopeliculas favorece la sintesis de minerales de 6xidos de hierro
facilitando la bioacumulacién, crecimiento y agregacion de iones metalicos para
su biomineralizacién (Sand y Gehrke. 2006; Zhu y col. 2012; Tapia y col. 2013;
Quatrini y Johnson. 2018; Song y col. 2018; Eftekhari y col. 2020a; Feng y col.
2021). En relacion con el metabolismo energético, el resultado de la interaccion
célula — mineral, dada en este tipo de biopeliculas, consiste en la oxidacion del
sustrato para la obtencion de energia por parte de la bacteria y la produccion de
acido sulfurico e iones de Fe(lll) (Maluckov. 2017). Los iones de Fe(lll)
interactuaran tanto con la superficie celular de las bacterias, con los diferentes
componentes la ECM en la biopelicula, como también seran afectados por las
condiciones fisicoquimicas circundantes como el pH, temperatura y
concentracion de diferentes iones para la biomineralizacion de 6xidos de hierro

como Schy Jt.

Hasta ahora la ECM de A. ferrooxidans ha sido caracterizada principalmente en
la cepa ATCC 23270, la cual consiste principalmente en azlcares (Ramnosa,
Fucosa, Xilosa, Manosa, Glucosa y Acido urénico), acidos grasos y proteinas,
los cuales interaccionan y forman complejos con iones de Fe(lll), los cuales
podrian actuar como sitios de nucleacion de minerales de 6xidos de hierro
(Gehrke y col. 1998; Harneit y col. 2006; Sand y Gehrke, 2006; Bellenberg y col.
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2012; Vera y col. 2013; Vargas-Straube y col. 2020). Recientemente, en el
estudio de Rossoni y col. (2024) se describié que Acidithiobacillus thiooxidans
ATCC 19377, A. ferrooxidans ATCC 23270 y Fervidacidithiobacillus caldus
51756 (previamente conocida como Acidithiobacillus caldus), tienen la
capacidad de producir MVs. En el caso de esta ultima cepa bacteriana, las MVs
constituyen componentes estructurales de la ECM de sus biopeliculas,
participando en procesos de adherencia al azufre elemental e interacciones

célula-célula.

A pesar de esto, existe poca informacién en particular sobre la capacidad de A.
ferrooxidans ATCC 53993 para formar biopeliculas sobre diferentes soportes,
como tampoco de los componentes de su ECM y si esta cepa es capaz de
producir MVs y sobre su posible participacion en el contexto de biopeliculas y
biomineralizacion de éxidos de hierro, por lo que se hace necesario evaluar la

capacidad de adherencia y formacion de biopeliculas en esta cepa.

2.0 Biomineralizacién de 6xidos de hierro en soportes organicos inertes

en el tratamiento de aguas contaminadas con arsénico

A. ferrooxidans forma naturalmente biopeliculas sobre minerales de azufre, este
proceso genera acido sulfarico, lo que aporta al desarrollo de drenajes acidos,
lo que dentro de un contexto de biorremediacion de aguas contaminadas puede

ser un resultado no deseado (Kulshreshtha y col. 2014). De esta manera, surge
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la necesidad de estudiar la capacidad de formar biopeliculas sobre soportes de

otro tipo tales como los organicos inertes.

En general, los soportes utilizados en sistemas de tratamientos de aguas deben
cumplir con las siguientes caracteristicas: ser insolubles, no ser biodegradables
por la biomasa y el ambiente, no ser toxicos, econémicos, tener una buena
difusién de nutrientes, facil de manipular y reutilizar (Bouabidi y col., 2019).
Dentro de los soportes podemos encontrar los organicos inertes como el
polipropileno, polietileno y poliuretano, entre otros, los que se caracterizan por
presentar formas de esponjas, cilindricas y esféricas (bioballs), los cuales
poseen diferentes tamafios y superficies, baja densidad, estabilidad, resistencia
a la biodegradacion y una fuerte resistencia mecéanica (Bouabidi y col., 2019;
Zhao y col., 2019). Dadas estas caracteristicas, los soportes organicos inertes
han sido utilizados en sistemas de tratamientos biolégicos basados en la
formacion de biopeliculas por bacterias para la biorremediacion de metales, la
oxidacion de hierro, tratamientos de aguas residuales, eliminacion de
sustancias organicas y nutrientes (Maston y Tomaszek. 2015; Yavari y col.,
2019; Al-Amshawee y col., 2020; Makisha. 2021). Asi, este tipo de soporte
permitiria la adherencia de las células bacterianas de A. ferrooxidans para la
produccion de biopeliculas, sin la generaciéon de acido sulfarico producto de la

oxidacion de sustrato inorganicos como la pirita.
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Considerando la toxicidad del As y los efectos negativos que provoca en la
salud humana, junto con la alta presencia de éste en el norte de nuestro pais y
en el mundo, es que se hace necesario buscar nuevas formas de tratamiento de
aguas contaminadas con este metaloide. Un sistema de tratamiento usando
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, una bacteria acidoéfila y oxidante de
hierro, capaz de biomineralizar 6xidos de hierro como Sch y Jt para la adsorcién
de As aparece como un método alternativo, econémico y amigable con el

ambiente que merece ser explorada.

En esta tesis se propone el estudio de la cepa ATCC 53993 de A. ferrooxidans
como modelo para ahondar en la caracterizacion de la formacion de
biopeliculas de este microorganismo sobre diferentes tipos de soportes,
inorganicos (pirita y azufre elemental) y organicos inertes (bioballs), para
identificar y analizar nuevos componentes de su ECM, y comprender la funciéon
de estas estructuras en la biomineralizacién de 6xidos de hierro y la capacidad

de estos minerales para adsorber As.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, una cepa bacteriana acidofila y
oxidante de hierro, es capaz de formar biopeliculas sobre soportes inorganicos
y organicos, que puede ser utilizada para tratar aguas contaminadas con As(lll)

mediante adsorcion por 6xidos de hierro biomineralizados.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar biopeliculas formadas por Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC
53993, incluyendo componentes de su matriz extracelular, y evaluar su utilidad
para el tratamiento de aguas contaminadas con arsénico inorganico mediante

biomineralizaciéon de éxidos de hierro.

Objetivos especificos

1) Determinar la tolerancia a arsénico de la cepa A. ferrooxidans ATCC

53993 y evaluar su crecimiento en presencia del metaloide.

2) Caracterizar la matriz extracelular de A. ferrooxidans ATCC 53993 y
evaluar la formacion de biopeliculas sobre soportes inorganicos y

organicos.

3) Caracterizar los 6xidos de hierro biomineralizados por biopeliculas de A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre un soporte organico y determinar su

capacidad de adsorcion de As(lll).
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MATERIALES Y METODOS
1. Bacteria acidofila oxidante de hierro, medio de cultivo y condiciones de

aclimatacion inicial.

Se utilizé la cepa ATCC 53993 de Acidithiobacillus ferrooxidans, bacteria
acidofila oxidante de hierro ferroso Fe(ll), la cual fue facilitada por el Dr. Matias
Castro Gonzalez, del laboratorio de Oceanografia Microbiana, Departamento de
Oceanografia, Facultad de Ciencias naturales y oceanograficas, Universidad de
Concepcidén. El cultivo inicial de A. ferrooxidans ATCC 53993 se realiz6 en
medio modificado BART (Bangor Acidophile Research Team) mas solucion de
sales trazas descrito por Nancucheo y col (2016), con las siguientes
modificaciones en su composicion debido a la presencia de compuestos
organicos como fuente de energia, los cuales no son necesarios para esta
bacteria. A continuacion, se presenta la composicion quimica del medio BART

modificado:

Sales basales: Na2SO4 x 10 H20 (7.5 g-L1); (NH4)2S04 (22.5 g-L1); KCI (2.5
g-L1); MgSOa4 x 7 H20 (25 g-L?); K2SO04 (1.6 g-L1); Ca(NOs)2 x 4 H20 (0.71 g-L-
1), diluidos en agua milli Q y esterilizados mediante autoclave a 121°C por 20
min. Fuente de energia: FeSOa4 x 7 H20 (44.2 g-L %), al cual se le afiadié 5 mL
de H2SO0s concentrado (18 M) y se ajustdo el pH a 1.2, esterilizando por
separado mediante filtracién (0.22 um) y almacenado a 4°C, protegido de la luz.

Solucién buffer: KH2PO4 (68 g-Lt); NaH2PO4 x 2 H20 (78 g-L?). Solucién traza
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compuesta por: ZnSO4 x 7 H20 (10 g-L1); CuSO4 x 5 H20 (1 g-L1); MnSOa4 x 4
H20 (1 g-Lt); CoCl2 x 6 H20 (0.85 g-Lt); KCr(SOa4)2 x 12 H20 (0.75 g-L?);
HsBOs (0.60 g-L1); NazMoOa x 2 H20 (0.50 g-L1); NiCl2 x 6 H20 (0.90 g-L%);
Na2SeOs x 5 H20 (0.71 g-L1); Na2WOa x 2 H20 (0.10 g-L1); KBr (0.10 g-L1); Kl
(0.10 g-LY); NavOs (0.10 g-L1), diluidos en agua milli Q estéril y esterilizados
mediante filtracion (0.22 um) y almacenado a 4°C, protegido de la luz. El medio

de cultivo fue ajustado a un pH inicial de ~1.8.

Para las condiciones iniciales de aclimatacion de la cepa bacteriana A.
ferrooxidans ATCC 53993 se utilizaron 2 matraces de 100 mL que contenian 30
mL del medio BART, suplementados con soluciones de arsenito de sodio
(NaAsO2) y arseniato de sodio (NazHAsO4-7H20) ambos a una concentracion
final de 0.5 mM, respectivamente. La cepa se inocul6 en una relacién al
10%(v/v), desde un cultivo que se encontraba en la fase exponencial y con una
densidad celular de 1.0x108 cel-mL?, se incubé a 30°C durante 120 h, con
agitacion constante de 90 rom. Como control abiotico, se utilizaron matraces
con las mismas condiciones mencionadas anteriormente sin indculo bacteriano,
para descartar la oxidacion del hierro debido a interacciones fisicoquimicas del

medio de cultivo.

El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante el recuento del nimero de
células en el cultivo con Camara de Neubauer en un microscopio optico con un

objetivo 40X de contraste de fases (Rossoni y col. 2024). Ademas, el

27



crecimiento bacteriano se evidencid6 mediante la biooxidacion del Fe(ll)
disponible en el medio de cultivo, lo que se determiné por un cambio en la
coloracion del medio, desde un color celeste claro hacia un color café-
anaranjado, junto con la formacion de precipitados minerales de 6xido de hierro

(Dehghani y col. 2019)

2. Caracterizacion fenotipica de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC

53993
2.1 Niveles de tolerancia a As inorganico

Los niveles de tolerancia a As(lll) y As(V) fueron determinados inoculando la
cepa bacteriana A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART modificado
suplementado con concentraciones decrecientes de arsenito de sodio [As(lI)]
y/o arseniato de sodio [As(V)], en el rango de 512 — 0.5 mM, respectivamente.
Para esto se utilizaron microplacas de 96 pocillos, considerando un volumen de
trabajo de 200 uL en cada pocillo. Se utilizé una microplaca inicial que contenia
el medio de cultivo BART suplementado con las respectivas concentraciones de
As(Ill) y As(V) y el in6culo de 2 yL de la cepa bacteriana A. ferrooxidans ATCC
53993 que presentaba una densidad celular igual a 1.0x10% cel-mL. Esta
microplaca se incub6 durante 72 h a 30°C sin agitacion. Luego, desde cada
pocillo de la microplaca inicial, se obtuvo un inéculo de 2 pL que se sembraron
en una nueva microplaca de 96 pocillos (microplaca final), la cual contenia sélo

el medio de cultivo BART. Ademas, se realizaron controles abidticos para
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arsenito de sodio y/o arseniato de sodio, para descartar la interaccidon quimica
del medio con el arsénico. Cada concentracion de As utilizada se realizé en

duplicado.

Como criterio de tolerancia, se consider6 que la cepa bacteriana A. ferrooxidans
ATCC 53993 era capaz de tolerar la concentracion de As correspondiente si fue
capaz de oxidar el Fe(ll) disponible en el medio, cambiando la coloracién de
éste hacia un color anaranjado, junto con la produccién de precipitados
minerales. Ademas de esto, se midi6 la densidad Optica a 430 nm (Dehghani y
col. 2019) para analizar el crecimiento celular utilizando un espectrofotémetro

EpochTM (BIOTEK®).

2.2 Anélisis de la cinética de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993

Se analizaron las condiciones fisicoquimicas Optimas tanto para el crecimiento
de A. ferrooxidans ATCC 53993, como para la biomineralizacién de 6xidos de
hierro. Para esto, se realizaron curvas de crecimiento con diferentes valores de
pH y temperatura. Los valores de pH evaluados fueron 1.8, 2.0y 2.5, ya que se
ha descrito que el pH es un factor clave para la formacion de minerales de
oxidos de hierro tal como schwertmannita y jarosita, los cuales pueden ser
producidos en un rango de pH entre 1.6 y 3.5 (Taghizadeh, S. M., y col. 2020;
Schoepfer, V., y Burton, E. 2021). Mientras que los valores de temperatura
utilizados fueron 28°C y 30°C, ya que son temperaturas utilizadas cominmente

para el cultivo de este tipo de bacteria y la biomineralizacion de 6xidos de hierro
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(Song, Y., 2018; Zhang, J., y col. 2022). En la Tabla 1 se observa la matriz de
combinaciones de los valores de temperatura y pH para cada curva de

crecimiento.

Las curvas de crecimiento se realizaron en presencia y ausencia de arsenito de
sodio y arseniato de sodio a una concentracion final de 0.5 mM, mediante
andlisis espectrofotométricos midiendo la densidad Optica a 430 nm (Dehghani
y col. 2019) utilizando un espectrofotometro EpochTM (BIOTEK®). Para esto se
incubaron matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL de medio BART
modificado, con una agitacion constante de 90 rpm durante 7 dias, tomando
muestras de 200 L, las que se depositaron en microplacas de 96 pocillos.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos evaluados en las curvas de crecimiento de
A. ferrooxidans ATCC 53993.

Tratamiento pH Temperatura (°C)
1 1.8 28
2 1.8 30
3 2 28
4 2 30
5 2.5 28
6 2.5 30
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Las curvas de crecimiento obtenidas fueron analizadas y modeladas utilizando
el modelo de aproximacién matematica Gompertz, debido a que ofrece una
mayor flexibilidad y precision en la descripcion del crecimiento bacteriano,
especialmente en su capacidad para modelar la fase estacionaria en la curva de
crecimiento. Las graficas y modelos fueron realizados y analizados
estadisticamente en GraphPad Prism 8®. Luego de obtener las cinéticas de
crecimiento, las velocidades de crecimiento (k) fueron evaluadas para observar
si existen diferencias significativas a través del andlisis de ANOVA de una viay
posteriormente se selecciond la prueba de Tukey para separar identificar
diferencias significativas entre pares de medias considerando el valor de p

(<0.05).

Una vez comparadas las velocidades de crecimiento en cada tratamiento se
eligieron los valores de pH y temperatura 6ptimos para el crecimiento de la cepa
bacteriana ATCC 53993 y la biomineralizacién de o6xidos de hierro. Luego,
debido a la posible interferencia que podrian presentar algunos minerales de
oxidos de hierro en la lectura mediante el método espectrofotométrico midiendo
la densidad O6ptica, se comparé y corroboré la curva de crecimiento

seleccionada, mediante recuento celular utilizando Camara de Neubauer.
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3. Evaluacion de formaciéon de biopeliculas de Acidithiobacillus

ferrooxidans ATCC 53993 sobre soportes inorganicos

3.1 Caracteristicas de soportes inorganicos (cupones de azufre y pirita)

Para evaluar la formacién de biopeliculas de la cepa ATCC 53993 sobre
soportes inorganicos se utilizaron cupones de azufre elemental y pirita. Los
cupones de azufre se prepararon a partir de azufre elemental en polvo, el cual
se calent6 en un vaso de precipitado sobre una placa calefactora hasta llegar al
punto de fusién, momento en el cual se procedié a depositarlo sobre una
superficie lisa de vidrio para que se enfriara. Luego, el azufre solidificado se
trozé, utilizando una espétula, en pequefios fragmentos de 1 cm de diametro
aproximadamente, los cuales fueron almacenados en alcohol al 95%, para su
posterior uso. Mientras que la pirita utilizada consistia en pequefios fragmentos
de este mineral de alrededor de 1 cm de largo, los cuales fueron esterilizados
lavandolos con HCI 6N durante 30 min con agitaciéon suave, luego fue lavado
con agua destilada hasta que el pH volviera a neutro. Posteriormente, se

enjuagod con acetona y fue secado a 60°C durante la noche.
3.2 Evaluacién de formacion de biopeliculas sobre soportes inorganicos

Para la evaluacion de formacion de biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre cupones de azufre y pirita, se utlizaron los métodos de

microscopia de epifluorescencia mediante el uso de la tincion FM™4-64, el cual
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es un colorante de caracter lipofilico que se une a los lipidos de membrana de
las células emitiendo una sefial roja a los 734 nm. Ademas, se analizaron las
muestras mediante microscopia electronica de barrido (SEM, del inglés
scanning electron microscope). Para esto se depositaron cupones de azufre y
fragmentos de pirita en el interior de matraces Erlenmeyer, respectivamente,
con 30 mL de solucién salina del medio BART modificado. Estos matraces
fueron inoculados al 10% (v/v) con la cepa ATCC 53993 de A. ferrooxidans e
incubados durante 1 h sin agitacion a 28°C. Posteriormente, los soportes fueron
retirados con una pinza desde el medio, manteniendo condiciones asépticas y
fueron lavados suavemente en solucién salina del medio BART modificado para
retirar las células que no se adhirieron al soporte. Para el caso de la tincion
fluorescente con FM™4-64, se procedié a tefiir con 50 pL (4 pg-ml?t) de este
colorante, cubriendo la superficie del soporte y se incub6é durante 10 min en
oscuridad. Luego, el soporte se lavd nuevamente en solucion salina del medio
BART modificado para retirar el exceso de tincidon y posteriormente, la muestra
se montd sobre un portaobjetos con aceite de inmersién y un cubreobjeto para
su observacién en microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop 2) usando un

objetivo 100X.

Para la microscopia de electrénica de barrido, la formacién de las biopeliculas
sobre los soportes de pirita y cupones de azufre se realizdé de la misma manera
mencionada anteriormente. Sin embargo, se incub6 durante 3 dias sin agitacion
a 28°C. Luego, se procedi6 a lavar los soportes, con agua destilada estéril para
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remover las células bacterianas no adheridas a los soportes. Los minerales con
las células adheridas se fijaron utilizando glutaraldehido al 1%, para su posterior
observacion mediante SEM (Centro de Espectroscopia y Microscopia

Electrénica, CESMI, Universidad de Concepcidn).

3.3 Evaluacion de formacion de biopeliculas de Acidithiobacillus

ferrooxidans ATCC 53993 sobre soporte orgénico inerte

Para evaluar la formacion de biopeliculas de la cepa ATCC 53993 de A.
ferrooxidans sobre un soporte organico inerte (bioball) se implementdé un
biorreactor batch aerdbico. Para esto se utilizaron matraces de 500 mL, los
cuales contenian 150 mL de caldo BART modificado con los valores de pH y
temperatura seleccionados en la seccion 2.2. Se plantearon tres tratamientos
diferentes: a) con ausencia de As. b) suplementado con arsenito de sodio
[As(II)] y ¢) suplementado con arseniato de sodio [As(V)], a una concentracion
final de 0.5 mM, en cada caso. Los biorreactores fueron inoculados con la cepa
ATCC 53993 en una relacion de 10% (v/v), con una densidad celular igual a
1.0x107 cel-mL? y se mantuvieron durante 7 dias, con agitacién constante de

90 rpm. Los ensayos fueron realizados en triplicado.

Como soportes se utilizaron esferas de polipropileno, denominadas bioballs.
Los bioballs poseen 18 mm de diametro, una densidad de 0.92 g cm=, una
masa de 0.9 g y una superficie especifica estimada de 0.2523 m2.g1. En su

interior contienen una esponja del mismo material con didmetro de 10 mm. Para
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su uso en el biorreactor los bioballs fueron esterilizados mediante autoclave a
121°C por 20 min. Los bioballs se incorporaron en los biorreactores en una
proporcion de 10% del volumen de trabajo, segun lo descrito por Maston, A., y

Tomaszek, J. A. (2015).

La formacion de las biopeliculas producidas la cepa A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre los soportes se evalué mediante 3 métodos diferentes: recuento
celular por microscopia de epifluorescencia, recuento celular mediante Camara

de Neubauer y SEM.

3.4 Recuperacion de bioballs desde cultivos de A. ferrooxidans ATCC

53993

Para esto se obtuvieron muestras de los soportes a las 0, 24, 48, 120y 168 h
de incubacion, en condiciones asépticas. Los bioballs se depositaron en tubos
de ensayo con 5 mL de solucion salina 1X del medio BART modificado, con el
objetivo de realizar un lavado para retirar las células plancténicas y minerales
gue no estaban adheridos a las biopeliculas. Luego, se agregaron 5 mL mas de
solucion salina 1X y las células sésiles adheridas al soporte fueron fijadas con
formalina al 37% con una incubacion de 10 min. En este punto, se guardaron 2
bioballs con las células fijjadas, una para el recuento tanto con tincién
fluorescente como con camara de Neubauer y otra, para realizar observar

mediante SEM, para cada tiempo muestral.
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3.5 Método de recuento por microscopia de epifluorescencia y camara de

Neubauer

En los métodos de recuento celular por microscopia de epifluorescencia y
camara de Neubauer fue necesario extraer las células sésiles que forman las
biopeliculas para su visualizacion. Para esto se procedio a realizar un vortex
durante 1 min al bioball, con las células fijadas previamente, para luego realizar
un bafio sénico durante 15 min. Desde el sobrenadante generado, se tomaron
muestras de 1 mL que fueron depositadas en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Las
muestras en los tubos eppendorf fueron centrifugadas a 4000 rpm por 1 min,
para separar los precipitados minerales de las células. Luego, se recupero el
sobrenadante que contenia a las células y se centrifugd a 9000 rpm durante 10
min y el pellet obtenido fue lavado con solucién salina 1X del medio BART

modificado. El lavado fue repetido tres veces, para su posterior uso.

La visualizacion se realizO mediante microscopia de epifluorescencia de las
células obtenidas anteriormente. Para esto se tomaron 40 yL de muestra y 20
uL del colorante fluorescente Naranja de Acridina (125 mg-mL™) e incubado en
oscuridad en un tubo Eppendorf de 1 mL durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, 40 yL de la mezcla fueron depositados en un
portaobjetos, dejando secar a temperatura ambiente. Se agrego aceite de
inmersion y se colocé un cubreobjeto, para luego visualizar con un aumento

1000X en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioskop-2 Mot Plus, con filtro
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para luz azul a una longitud de onda de excitacion a 460 nm. Para el recuento,
se contabilizaron las células bacterianas que emitian fluorescencia, contando 30
campos visuales, siguiendo un patron de izquierda a derecha y de arriba hacia

abajo, segun lo indicado por Muthukrishnan y col. 2017.

Para el célculo de la densidad celular (cel-mL?) se consideraron féormulas que
relacionan el rea del campo visual del objetivo 100X (0.0491 mm?), el area del
cubreobjeto (400 mm?) y el nimero total de campos visuales totales dentro del

cubreobjeto (8146 campos visuales totales), presentadas a continuacion:

n° células contadas x 8146 campos visuales totales

n° células totales = _ —
30 campos visuales contabilizados

cel B n° células totales
mL 0.04 mL

Mientras que, para el recuento de las células mediante camara de Neubauer,
una alicuota de 5 yL de las células recuperadas en la etapa anterior fueron
contadas considerando 5 cuadrantes de la camara. Para el célculo de cel-mL?,

se aplicé la siguiente férmula matematica:

cel X n°de células por cuadrante
mL (4 x 10-6) mL
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3.6 Visualizaciéon de biopeliculas mediante microscopia electronica de

barrido

Como ultimo método para evidenciar tanto la formacidén de biopeliculas sobre
bioballs como para analizar su morfologia se utilizO SEM. Las muestras de los
bioballs obtenidas mencionadas en el punto 3.4 fueron depositadas en tubos
Falcon de 50 mL con 5 mL de agua destilada &cida a pH ~2.5 estéril para su
posterior visualizacion mediante SEM (Centro de Espectroscopia y Microscopia

Electrénica, CESMI, Universidad de Concepcion).

3.7 Caracterizacion y andlisis protedmico de vesiculas de membrana (MVs)

producidas por A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre soportes inorganicos

Para estudiar las estructuras nanométricas esféricas observadas junto a las
células de A. ferrooxidans ATCC 53993 en el punto anterior, tanto en
microscopia de epifluorescencia como electrénica de barrido, se procedié a
realizar un aislamiento de estas, para luego realizar una caracterizacion de su
distribucion de tamafo (analisis de Nanotracking), morfologia (microscopia
electronica de transmision) y un analisis protedmico de estas estructuras, para

indagar en las funciones en las cuales podrian estar implicadas.

Para el aislamiento, se prepararon 5 L de medio modificado BART utilizando
dos fuentes de energia diferentes. En un caso, se utilizé azufre elemental,
manteniendo en incubacion durante 7 dias a 90 rpm y con un pH inicial de 2.8.

En un segundo caso, se utilizé sulfato de hierro (FeSOa4-7H20), manteniendo en
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incubacion durante 3 dias a 90 rpm y con un pH inicial de 1.8. En ambos casos,
se inocularon con A. ferrooxidans ATCC 53993 al 10% (v/v) para obtener una
densidad celular igual a 1.0 x108 cel-mL1. Al término del periodo de incubacién
se midi6 la densidad celular utilizando una Camara de Neubauer en cada caso,

esperando tener una concentracion ~ 5.0x108 cel-mL™.

Posteriormente, se procedi6é a centrifugar los 5 L de cultivo en cada caso a 7000
rpm durante 30 min para precipitar los minerales de 6xidos de hierro producidos
por las células bacterianas. Luego, el sobrenadante recuperado se filtr6 por
0.45 ym y 0.22 um utilizando unidades de filtracion. El filtrado resultante, fue
filtrado nuevamente a través de un sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF,
del inglés Tangential Flow Filtration), el cual permite concentrar particulas de un
tamafio de 100 kDa. Con este nuevo filtrado se procedio a ultracentrifugar a
28,000 rpm durante 2.5 h con la finalidad de precipitar todas las MVs. Las MVs
obtenidas, provenientes del medio con azufre como las de sulfato de hierro, se
resuspendieron en 1 mL de solucién salina del medio modificado BART estéril

para su posterior analisis.

Para la caracterizacion de las MVs, se realizé un estudio de distribucion de
tamafio mediante Nanosight 300, el cual entrega la distribucion de tamafio que
presenta la poblacién de estas particulas. Ademas, se analiz6 su morfologia y

ultraestructura mediante microscopia electronica de barrido (TEM, del inglés
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Transmission Electron Microscopy) utilizando el equipo Talos F200C G2

(Unidad de Microscopia Avanzada, UMA, Universidad Catélica de Chile).

Para analizar el cargo proteico tanto de las MVs como de las células de A.
ferrooxidans ATCC 53993 que originaron, se realizé un andlisis protedmico
cuantitativo a partir del mismo cultivo en presencia de azufre. Esto permitio
determinar qué proteinas estan expresadas diferencialmente en cada entidad y
asi poder comprender en qué actividades puede estar participando las MVs. La
purificacion y secuenciacion de proteinas se llevo a cabo en el Melisa Institute
(Concepcion, Chile). Las proteinas fueron recuperadas desde muestras
concentradas de células de A. ferrooxidans ATCC 53993 y desde extractos
libres de células enriquecidos de MVs, ambos provenientes desde el mismo
cultivo crecido en azufre. La integridad de las proteinas fue evaluada mediante
SDS-PAGE. Las proteinas purificadas fueron digeridas con tripsina y sometidas
a analisis de LC-MS/MS utilizando un nanoUHPLC nanoElute (Bruker Daltonics)
acoplado a un espectrometro de masas timsTOF Pro (Espectrometria de
Movilidad l6nica Atrapada-Espectrometro de Masas de Tiempo de Vuelo en
Cuadrupolo, Bruker Daltonics). Los datos obtenidos fueron analizados con el
software PEAKS Studio X + (Bioinformatics Solutions). La identificacién del
proteoma de A. ferrooxidans ATCC 53993se realiz6 contra la base de datos
UniProt. La estimacién de la tasa de falsos descubrimientos (FDR) se incluy6 a
través de una base de datos sefiuelo, con un FDR = 1% (significancia 220 en
PEAKS Studio X+) y el requisito de al menos un péptido Unico por proteina para
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la identificacion. Las secuencias de proteinas fueron evaluadas por ortologia y
dominios conservados contra la base de datos Cluster of Orthologous Groups of
proteins (COG) utilizando PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) y la busqueda de la
base de datos de Dominios Conservados (CD) (Marchler-Bauer et al., 2017),

respectivamente.

3.8 Evaluacion de la biooxidacién de hierro por MVs producidas por

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993

En una microplaca de 96 pocillos se realizaron los andlisis de biooxidacion de
hierro por las MVs. Para esto se plantearon tres tratamientos a modo de
comparacion: en presencia y ausencia de As(lll) y As(V) 0.5 mM. Primero, en
un se inoculé sélo A. ferrooxidans ATCC 53993, en otro sélo se inoculé MVs y
en el dltimo caso, se inocularon tanto células como MVs. Cada pocillo contenia
medio BART modificado y los in6culos se calcularon al 2% (v/v), con un
volumen final en cada pocillo de 200 pL. Cada tratamiento fue evaluado en
triplicado. La biooxidacion se evalué mediante analisis espectrofotométricos
midiendo la densidad optica a 430 nm (Dehghani y col. 2019) utilizando un
espectrofotometro EpochTM (BIOTEK®). Como control negativo se utilizaron

pocillos sélo con medio BART modificado.
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4.0 Caracterizacion de oxidos de hierro biomineralizados por biopeliculas

de A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre un soporte organico

Los oxidos de hierro biomineralizados por las biopeliculas de A. ferrooxidans
ATCC 53993 sobre los bioballs fueron caracterizados mediante difraccion de
rayos X, SEM asociado a espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDS). Ademas, su capacidad de adsorcion de As fue evaluada mediante
Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS, del

inglés Inductively coupled plasma mass spectrometry).

Los 6xidos de hierro biomineralizados por la cepa ATCC 53993 inmovilizada
fueron recuperados posterior al tiempo de incubacion de 168 h. Para esto, cada
matraz de cada condicion de cultivo utilizada fue sonicado durante 15 min en un
bafio sénico, con el objetivo de desprender los minerales adheridos a la cara
interna de cada matraz, como también para separar la fase mineral de las
células bacterianas en cada soporte. Luego, los minerales suspendidos fueron
recolectados por medio de filtracion utilizando papel filtro cuantitativo
Whatman™ grado 54. Posteriormente, los precipitados de hierro obtenidos
fueron lavados con agua destilada estéril a pH 2.0 en tubos falcon de 15 mL y
luego centrifugados a 3,000 rpm por 5 min, proceso que fue repetido dos veces.
A continuacion, los precipitados fueron secados a 60°C durante 4 h en placas

de Petriy luego esterilizados a 121°C, para su posterior analisis.
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Para analizar la composicion y obtener su identificacidon mineral, los 6xidos de
hierro biomineralizados fueron analizados mediante XDR. El espectro de XDR
fue obtenido usando un difractometro Bruker D8 con un anodo de Cu (40 kV y
30 mA) y escaneado desde 5 hasta 80° 26. Luego de un secado, las muestras
fueron trituradas en un mortero antes de montarlas en un filtro de fibra de vidrio,
utilizando una camara de suspension de aerosol tubular. Los componentes de
las muestras fueron identificados por comparacion con estandares establecidos
por el Centro Internacional de Datos de Difraccion (www.icdd.com) usando el

software EVA 15.0.0.0.

Ademas, se emple6 SEM-EDS (Centro de Espectroscopia y Microscopia
Electrénica, CESMI, Universidad de Concepcion). para analizar la morfologia, el
tamafio y la composicidon quimica elemental de las fases minerales de los
oxidos de hierro biomineralizados por A. ferrooxidans ATCC 53993. Para esto,
las muestras de minerales fueron fijadas en una cinta de carbono que se
pulveriz6 en una maquina de recubrimiento por pulverizaciébn catddica
Cressington 208 HR con platino a 1.3 nm (~1 min, 40 mA) y se tomaron
imagenes a 3 kV por un LEO 1530 SEM equipado con el Catodo Shotky y

columna GEMINI con fuente de radiacion ZrO2.
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4.1 Andlisis de adsorcion de As de 6xidos de hierro biomineralizados por

biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993

Para analizar y comparar la capacidad de adsorcion de As de los oxidos de
hierro biomineralizados por A. ferrooxidans ATCC 53993, se realizaron andlisis
de coprecipitacion siguiendo la metodologia descrita por Song et al. (2018). En
resumen, se utiliz6 100 mL de agua Milli-Q estéril a pH 7.0, suplementada con
30 mg-L* de As(lll). Posteriormente, se afiadieron 25 mg de 6xido de hierro
biomineralizado y la mezcla se incub6 a 180 rpm y 28°C durante 12 h. Se
tomaron muestras a 0 h y 12 h, se filtraron a 0.45 pm, y se analizé la
concentracion total de As en el filtrado mediante ICP-MS. La capacidad de
adsorcion de As de cada muestra (1) y el porcentaje de adsorcion de As (2) se

calcularon utilizando las siguientes formulas:

Capacidad de adsorcion de As (mg g):

(CO—Ct)x 0.10 L

. -1 =
Astng - 97) = e X103
Porcentaje de adsorcion de As (As%):
As(%) 0Ot 100%
= > !
S{/0 Co (0]
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Donde CO es la concentracion inicial de As (mg-L1) y Ct es la concentracién de
As (mg-L?) en el filtrado al tiempo final. ElI volumen efectivo de la solucién

corresponde a 0.10 L y 25 mg es la cantidad de mineral afiadido.

45



RESULTADOS

Niveles de tolerancia a As inorgénico de A. ferrooxidans ATCC 53993

Se determinaron los niveles de tolerancia a As inorganico de la cepa A.
ferrooxidans ATCC 53993 (Figura 7 y Figura 8). La oxidacién del hierro
presente en el medio de cultivo, evidenciado por un cambio en el color de éste y
la presencia de precipitados minerales (Tabla 2) indic6 que la cepa A.
ferrooxidans ATCC 53993 fue capaz de tolerar concentraciones de As(lll) y

As(V) iguales a 2 mM y 32 mM, respectivamente.

Analisis de la cinética de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993 en

presencia de As

Con el objetivo de analizar y determinar los valores 6ptimos de temperatura y
pH para el crecimiento de la cepa de A. ferrooxidans ATCC 53993, el
crecimiento celular fue estudiado indirectamente mediante analisis
espectrofotométricos midiendo la densidad 6ptica a 430 nm luego de 120 h de
incubacion en presencia y ausencia de As(lll) y As(V) 0.5 mM, respectivamente,

a diferentes temperaturas (28°C y 30°C) y valores de pH inicial (1.8, 2.0y 2.5).
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Figura 7. Niveles de tolerancia a As en caldo BART, suplementado con
concentraciones decreciente de As(lll) y As(V) (512 — 0.5 mM) en microplaca de

96 pocillos.
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control As(lll)

A. ferrooxidans
ATCC 53993 + As(lll)

control As(V)

A. ferrooxidans
ATCC 53993 + As(V)

Figura 8. Grafico de niveles de tolerancia a As en caldo BART, suplementado
con concentraciones decreciente de As(lll) y As(V) (512 — 0.5 mM) evaluado
mediante densidad Optica a 430 nm
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Tabla 2. Niveles de tolerancia a arsénico inorganico de A. ferrooxidans ATCC
53993, biooxidacion de Fe(ll) y precipitacion de minerales.

Concentracion Biooxidacion de Precipitacion de
(mM) Fe(ll) minerales
As(llN) 2 + +
As(V) 32 + +

En cada caso, se usaron controles abidticos con el fin de descartar la oxidacién
del hierro por efectos fisicoquimicos. Los valores de absorbancia se graficaron
directamente para obtener las curvas de crecimiento y ademas se modelaron
utilizando modelos de aproximacion matematica para la obtencion de los

parametros cinéticos como la velocidad de crecimiento k (ODazo-h™t).

En la Figura 9 se observa la cinética de crecimiento obtenida a pH 1.8 a 28°C,
en donde A. ferrooxidans ATCC 53993, frente a los tres tratamientos, comienza
la fase exponencial a las 24 h. Luego, la cepa en el tratamiento sin As entra a la
fase de muerte a las 60 h, mientras que en presencia de As(lll) 0.5 mM (linea

verde) y de As(V) 0.5 mM (linea azul) lo hace a las 48 h.
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A. ferrooxidans ATCC
53993 + As(lll) 0.5 mM

A. ferrooxidans ATCC
53993 + As(V) 0.5 mM

Control abidtico S/As
Control abiético As(lll)
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Figura 9. Curva de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 1.8 y 28°C.
1: Linea roja: A. ferrooxidans ATCC 53993 en ausencia de arsénico. Linea verde:
A. ferrooxidans ATCC 53993 suplementado con As(lll) 0.5 mM. Linea azul: A.
ferrooxidans ATCC 53993 suplementado con As(V) 0.5 mM. En negro: controles
abidticos sin arsénico (-+-) y suplementados con As(lll) (-4 -) y As(V) (-#-).

En la Figura 10, se observa la cinética de crecimiento obtenida mediante el
modelo de Gompertz, con el cual se obtuvieron los parametros cinéticos (Tabla
3). Los resultados indican que A. ferrooxidans ATCC 53993 no ve afectado su
crecimiento celular en presencia o ausencia de As(lll) y As(V) a estos valores de
pH y temperatura. La prueba de Tukey de comparacién multiple indicé que no

existen diferencias significativas entre cada tratamiento (p>0.05).
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Figura 10. Cinética de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 1.8 y
28°C ajustada bajo el modelo de Gompertz. Linea roja: A. ferrooxidans ATCC
53993 en ausencia de arsénico. Linea verde: A. ferrooxidans ATCC 53993
suplementado con As(lll) 0.5 mM. Linea azul: A. ferrooxidans ATCC 53993

suplementado con As(V) 0.5 mM.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos de crecimiento obtenidos del modelo de Gompertz
de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 1.8 y 28°C por ODa430 nm.

Parametros Sin As As(IIN As(V)

k (ODaso'h?) 0.138 £0.129 0.192 £ 0.226 0.152 £ 0.139
YO (ODa30) ~ 4.930e-32 ~ 4.930e-32 ~ 4.930e-32
YM (ODa3o0) 2.009 £0.278 1.928 +0.194 1.873 £ 0.247

R? 0.9784 0.9761 0.9552
Valor p 0.9827

k: velocidad de crecimiento bacteriano; YO: biomasa inicial; YM: biomasa
maxima; R?2: coeficiente de determinacion.
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En la Figura 11 se observa la cinética de crecimiento obtenida a pH 2.0 a 28°C,
en donde A. ferrooxidans ATCC 53993 presenta un comportamiento similar
frente a los tres tratamientos, iniciando la fase exponencial a las 24 h, para
luego a las 60 h llegar a la fase estacionaria para luego inmediatamente entrar a

la fase de muerte hasta las 120 h.

Luego de obtener las velocidades de crecimientos frente a los diferentes valores
de pH y temperatura obtenidos mediante los andlisis espectrofotométricos, se
pudo observar que no existen diferencias significativas entre ellas (Tabla 4), por
lo que se seleccionaron como parametros de trabajo en este estudio pH 1.8y
temperatura de 28°C. En base a esto, se realizd una nueva curva de
crecimiento utilizando estos parametros obteniendo una curva de crecimiento
mediante el recuento por camara de Neubauer (Figura 21), para asi tener una
curva de estandarizaciéon entre absorbancia a 430 nm y densidad celular
(cel-mL1) (Figura 11). Se puede observar que las curvas obtenidas mediante
densidad éptica mantienen el comportamiento observado previamente, de una
fase exponencial hasta las 48 h, para luego presentar un decrecimiento hasta
las 120 h, en la fase de muerte. Por otra parte, en las curvas obtenidas
mediante recuento de la densidad celular, se observa un desplazamiento en el
comienzo de la fase exponencial, la cual inicia a 48 h. La fase estacionaria se
observa a las 72 h y se mantiene hasta las 120 h, llegando a una densidad

celular maxima de alrededor de 1.5 x 108 cel mL™.
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Tabla 4. Velocidades de crecimiento (k) obtenidas con el modelo de Gompertz
de A. ferrooxidans ATCC 53993 a los diferentes pH y temperaturas

Temperatura pH S/IAs As(l1) As(V)
1.8 0.135 0.203 0.163
28°C 2.0 0.177 0.123 0.128
2.5 0.167 0.197 0.170
1.8 0.105 0.139 0.111
30°C 2.0 0.141 0.125 0.136
2.5 0.161 0.174 0.145
o A ferrooxidans ATCC 53993
Ausencia As
. A ferrooxidans ATCC 53993 +
As(lll) 0.5 mM
49 - 2x10° _.. A ferrooxidans ATCC 53993 +
As(V) 0.5 mM
.§ - 4 1.5x10° § . A ferrooxidans ATCC 53993
= QE - % Ausencia As
R L1x108 = 8 .. A ferrooxidans ATCC 53993 +
= § Ex As(lll) 0.5 mM
§ - b5x107 & -«.. A ferrooxidans ATCC 53993 +
- As(V) 0.5 mM
Rl I I —e— Control abiético S/As

0 40 80 120
Tiempo (h)

——

——

Control abidtico As(V)
Control abiético As(lIl)

Figura 11. Curva de estandarizacion de densidad Optica (Abs) y densidad
celular (cel-mL?) de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 1.8 y 28°C. Densidad
Optica, linea roja: A. ferrooxidans ATCC 53993 sin arsénico. Linea verde: A.
ferrooxidans ATCC 53993 suplementado con As(lll) 0.5 mM. Linea azul: A.
ferrooxidans ATCC 53993 suplementado con As(V) 0.5 mM. Densidad celular, (-
-B--): A. ferrooxidans ATCC 53993 sin arsénico. (--¥--): A. ferrooxidans ATCC
53993 suplementado con As(lll) 0.5 mM. (--e--): A. ferrooxidans ATCC 53993
suplementado con As(V) 0.5 mM. En negro: controles abidticos sin arsénico (-¢-
) y suplementados con As(lll) (-4 -) y As(V) (-¢-).
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En la Figura 12, se observa la cinética de crecimiento obtenida a partir de los
datos de la curva de crecimiento de densidad celular, analizada con el modelo
de Gompertz, con el cual se obtuvieron los parametros cinéticos (Tabla 5). Los
resultados indican que A. ferrooxidans ATCC 53993 no ve afectado su
crecimiento celular en presencia o ausencia de As(lll) y As(V) a estos valores
de pH y temperatura. Los coeficientes de determinacion obtenidos muestran un
buen ajuste del modelo matematico a los datos, mientras que la prueba de
Tukey de comparacion multiple indicé que no existe diferencias significativas

entre los tratamientos (p > 0.05)

2%108+
A ferrooxidans ATCC
. 53993 Ausencia As
S 1.5%10%- :
= ___ A ferrooxidans ATCC
3 —E' 53993 + As(lll) 0.5 mM
T = 1x108- A f :
o] ___ A ferrooxidans ATCC
? 2 53993 + As(V) 0.5 mM
8  5x107-
0 s [rrrrrrro1 TrTrrrrrro1t 1
0 40 80 120

Tiempo (h)

Figura 12. Cinética de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 1.8y
28°C ajustada bajo el modelo de Gompertz. Linea roja: A. ferrooxidans ATCC
53993 sin arseénico. Linea verde: A. ferrooxidans ATCC 53993 suplementado
con As(lll) 0.5 mM. Linea azul: A. ferrooxidans ATCC 53993 suplementado con
As(V) 0.5 mM.
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Tabla 5. Parametros cinéticos de crecimiento obtenidos del modelo de
Gompertz de A. ferrooxidans ATCC 53993 a pH 2.5y 28°C por ODa430 nm.

Parametros Sin As As(l11) As(V)
k (cel-h?) 0.087 £ 0.032 0.091 +£0.043 0.094 + 0.069
YO (cel) ~ 4.930e-32 ~ 8.043e-33 ~ 6.273e-34
YM (cel) 1.57x108+ 8.3 x10% 1.52 x108+ 8.1 x10° 1.75x10%+ 1.1 x10°
R? 0.9784 0.9761 0.9552
Valor p 0.9827

Cada resultado es presentado con sus respectivas desviaciones estandar (SD).
k: velocidad de crecimiento bacteriano; YO: biomasa inicial; YM: biomasa
maxima; R2: coeficiente de determinacion.

Evaluacion de formacién de biopeliculas sobre soportes inorganicos

Con la finalidad de evaluar la formacion de biopeliculas de A. ferrooxidans
ATCC 53993 sobre soportes inorganicos como la pirita y el azufre elemental, se
realizaron andlisis de formacion de éstas, mediante microscopia de
epifluorescencia con la tincién lipofilica FM™4-64 y microscopia electrénica de
barrido (SEM). En el primer caso, los minerales fueron incubados con las
células durante 1 h para su posterior tincion. En el segundo, el periodo de

incubacion fue de 3 dias.

En la Figura 13 se observa una fotografia de la tincion fluorescente de las
biopeliculas formadas de A. ferrooxidans ATCC 53993 con el colorante lipofilico

FM™4-64 sobre la superficie de fragmentos de pirita. Se observa la morfologia
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bacilar de alrededor de 1 um de largo, formando cumulos o agregaciones de

células de forma no homogénea sobre el mineral.

Figura 13. Biopeliculas formadas por A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre pirita
durante 1 h a 28°C, tefiidas con FM™4-64 observadas mediante microscopia de
epifluorescencia.

Luego, en la Figura 14 se observa una micrografia electronica de barrido de un
fragmento de pirita que presenta biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993
distribuidas en su superficie. Se observa que las biopeliculas son, en general,
monocapas de células bacilares. Ademas, al tener un mayor acercamiento a las
biopeliculas, se puede apreciar la presencia de estructuras redondeadas

nanomeétricas similares a vesiculas de membrana (MVs), que se encuentran
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tanto en la superficie de las células como del mineral, las cuales estan
aglomeradas formando una estructura de conexion entre dos células (Figura

15).

HE L, BBaa 18

Figura 14. Micrografia electronica de barrido de biopeliculas formadas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 durante 1 h a 28°C sobre pirita.

Por otra parte, en la Figura 16 se observa una fotografia de la tincion
fluorescente de las biopeliculas formadas de A. ferrooxidans ATCC 53993 con
FM™4-64 sobre la superficie de los cupones de azufre. Se observa, de igual
manera que en el caso anterior, la morfologia bacilar de alrededor de 1 a 2 um

de largo, formando cumulos o agregaciones de células de forma no homogénea
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sobre el mineral. Luego, en la Figura 17 se observa una micrografia electronica
de barrido de un cupon de azufre que presenta biopeliculas de A. ferrooxidans
ATCC 53993 distribuidas en su superficie. Las biopeliculas observadas son, en
general, mono capas de células las cuales presentan filamentos similares a
“nanotubos”, conectando a las células entre si. Se observa una mayor
agrupacion de las células en este caso con respecto a las biopeliculas sobre

pirita.

Figura 15. Micrografia electronica de barrido de estructuras redondeadas
presentes en biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre pirita.
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Con un mayor acercamiento a las biopeliculas (Figura 18), se puede apreciar la
presencia de estructuras redondeadas nanométricas que se encuentran en la
superficie de las células, al igual que en el caso de las biopeliculas sobre pirita,
correspondiendo posiblemente a MVs. Junto a éstas, se observan los
filamentos, en forma de “cables” o “nanotubos”, los cuales conforman una red
gue interconecta diferentes células adheridas al mineral. Tanto las estructuras
redondeadas (MVs) como las proyecciones tubulares, son las uUnicas

estructuras observables de la matriz extracelular de las biopeliculas.

S um

Figura 16. Biopeliculas formadas por A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre cupén
de azufre elemental durante 1 h a 28°C, tefiidas con FM™4-64 observadas
mediante microscopia de epifluorescencia.
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Figura 17. Micrografia electrénica de barrido de biopeliculas formadas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 durante 1 h a 28°C sobre cupén de azufre.

-

: e ;—‘ "

2 . T A
Figura 18. Micrografia electronica de barrido de estructuras redondeadas y
proyecciones tubulares presentes en biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre cupdn de azufre.
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Posteriormente, se realizaron ensayos de formaciéon de biopeliculas de A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre un soporte organico inerte, el cual corresponde
a una bioball, un soporte esférico de polipropileno. La formacion de biopeliculas
se evaluo de forma indirecta, desprendiendo las células que se adhirieron a la
superficie del soporte, para realizar un recuento de éstas mediante camara de
Neubauer y tincidon de epifluorescencia. Ademas de esto, se visualizaron trozos
del soporte mediante SEM, para analizar la morfologia de la biopelicula en el

tiempo.

En la figura 19 se presenta un grafico de la densidad celular (cel-mL?) de A.
ferrooxidans ATCC 53993 durante 168 h en presencia y ausencia de As(lll) y
As(V) 0.5 mM analizado mediante recuento con tinciébn de naranja de acridina.
En general, se observa un aumento de la concentracidén celular hasta el ultimo
dia de muestreo, el cual no se ve afectado en ningun tratamiento de As. En
especifico, en presencia de As(V) 0.5 mM el crecimiento demuestra un leve

aumento con respecto a los otros dos tratamientos.

Por otra parte, para complementar la medicion anterior, se realizé el recuento
mediante camara de Neubauer, el cual se presenta en la Figura 20. En general
se observa un aumento de la concentracion celular en el tiempo, el cual no se

ve afectado por los tratamientos con y sin As.
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Figura 19. Concentracion celular de biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre bioballs en presencia y ausencia de As(lll) 0.5 mMy As(V) 0.5 mM
obtenida mediante recuento por microscopia de epifluorescencia con naranja de
acridina.
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Figura 20. Concentracion celular de biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre bioballs en presencia y ausencia de As(lll) 0.5 mMy As(V) 0.5 mM
obtenida mediante recuento en camara de Neubauer.
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En el andlisis de morfologia de biopeliculas mediante SEM, se observo la
presencia de minerales de Oxidos de hierro que recubren la superficie del
soporte organico inerte. Estos minerales muestran una morfologia amorfa
globular. Ademas, no se detectaron células bacterianas individuales sobre la
superficie del soporte, posiblemente por encontrarse cubiertas por los minerales
amorfos. Estas caracteristicas se comparten en los tratamientos sin As (Figura

21), con As(lll) (Figura 22) y con As(V) (Figura 23).

S

Figura 21. Micrografia electronica de barrido de biopeliculas formadas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre superficies de soportes de polipropileno
mediante en ausencia de arsénico. En fila superior: esfera externa de
polipropileno (bioball). En fila inferior: esponja interna de polipropileno.
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Figura 22. Micrografia electronica de barrido de biopeliculas formadas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre superficies de soportes de polipropileno
mediante en presencia de As(lll) 0.5 mM. En fila superior: esfera externa de
polipropileno (bioball). En fila inferior: esponja interna de polipropileno.

Figura 23. Micrografia electronica de barrido de biopeliculas formadas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre superficies de soportes de polipropileno
mediante en presencia de As(V) 0.5 mM. En fila superior: esfera externa de
polipropileno (bioball). En fila inferior: esponja interna de polipropileno.
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Caracterizacion y analisis proteémico de MVs producidas por A.
ferrooxidans ATCC 53993 sobre soportes inorganicos

En base a la presencia de estas estructuras nanomeétricas en la superficie de
las células de las biopeliculas en ambos soportes minerales, se sugiere que
pueden ser parte de la matriz extracelular (ECM) de las biopeliculas de A.
ferrooxidans ATCC 53993. Por lo que se realizé un protocolo para aislar y luego
caracterizar estas estructuras mediante microscopia de epifluorescencia con la
tincion lipofilica FM™4-64, andlisis de distribucion de tamarfio (Nanotracking),
microscopia electrénica de barrido (TEM) y analisis del cargo proteico que
poseen para poder analizar su funcién dentro del contexto de la biopelicula.
Cabe destacar que las MVs obtenidas utilizando hierro presentaban
precipitados minerales dificiles de separar de la muestra, lo que interfirié en el

desarrollo de los analisis.

En la Figura 24, se presenta un grafico de la distribucion en tamafo de la
poblaciéon de MVs obtenidas incubando la cepa bacteriana en presencia de
hierro. El analisis de Nanotracking indica que estas estructuras presentan un
tamafio variable entre los 50 nm hasta los 400 nm, obteniendo 5 grupos de
tamafos diferentes. Luego, en la Figura 25 se presenta una observacion por
medio de microscopia de epifluorescencia de MVs, tefiidas con la tincidon
lipofilica FM™4-64, adheridas a la superficie de un trozo de pirita. Se puede
apreciar estructuras redondeadas nanométricas distribuidas por sobre el
mineral y, ademas, algunas de estas se acumulan y forman estructuras mas
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grandes. Ademas, para tener otra vista y poder analizar la ultraestructura de las
MVs, se realiz6 TEM. En la figura 26 se observa una micrografia electronica de
transmision de las MVs, donde se observan de diferentes tamafios, las cuales

poseen sOlo una membrana y en algunos casos se encuentran fusionadas entre

e

Sl.
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Figura 24. Distribucion en tamafio de la poblacion total de vesiculas de
membrana (MVs) desde cultivos de A. ferrooxidans ATCC 53993 utilizando
hierro como fuente de energia.
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Figura 25. Estructuras redondeadas nanomeétricas presentes en las
biopeliculas. de A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre pirita observadas con
aumento 100X.

Para el caso de las MVs obtenidas a partir del cultivo en presencia de azufre
elemental, se obtuvieron los analisis de distribucion de tamafio presentados en
la Figura 27. En este caso, las MVs presentan tamafios que van desde los 67
nm hasta los 365 nm, con un grupo de tamafio predominante a los 128 nm.
Ademas de esto, en la Figura 28, se observan tefiidas con el colorante lipofilico,
FM™4-64, el mismo tipo de estructuras redondeadas nanométricas distribuidas
sobre la superficie del cupdén de azufre. Luego, en la Figura 29 se presenta una
micrografia electrénica de transmision de MVs, donde se observan de

diferentes tamafios, las cuales poseen una o dos membranas y en algunos
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casos se encuentran fusionadas entre si. Ademas de esto, se aprecian los
filamentos con forma de nanotubos, los cuales se encuentran individuales o

asociados a las MVs, como proyecciones de éstas.

Size | Exp Mag Spot | HT Pixel size | Defocus 500 nm
1024 | 900 ms | 22000 x | 5 200 kV | 2.660 nm | -11 ym

Figura 26. Micrografia electronica de transmision de MVs desde cultivos de A.
ferrooxidans ATCC 53993 utilizando hierro como fuente de energia.
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Figura 27. Distribucion en tamafio de la poblacién total de muestras de MVs
desde cultivos de A. ferrooxidans ATCC 53993 utilizando azufre elemental

como fuente de energia.

Sum

Figura 28. Estructuras redondeadas nanométricas presentes en las biopeliculas
de A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre cupones de azufre elemental observadas
con aumento 100X.
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Figura 29. Micrografia electronica de transmision de MVs desde cultivos de A.
ferrooxidans ATCC 53993 utilizando azufre elemental como fuente de energia.

o b

Posteriormente, para analizar las posibles funciones de las MVs, se realizo un
analisis protedmico de éstas. Sin embargo, debido a la interferencia que
otorgan los precipitados minerales de oOxidos de hierro presentes en las
muestras, solo fue posible ejecutar el analisis de la carga proteica de las MVs
qgue provenian del cultivo con azufre elemental, lo cual fue realizado mediante
LC-MS/MS. Los resultados de proteinas diferencialmente expresadas en las
fracciones celulares y de MVs indican la presencia de 1700 proteinas en la
fraccion celular, 407 en la fraccion de MVs, compartiendo 380 proteinas y

dentro de este grupo existen 27 proteinas que estan presentes solo en las MVs
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(Figura 30A). Por otra parte, de las 380 proteinas compartidas, existe una
sobreexpresion diferenciada entre MVs (rojo) y en células (azul), la cual se

observa en la Figura 30B.

Dentro de las 27 proteinas diferencialmente expresadas en la fraccion de MVs,
destacan proteinas tipos adhesinas como componentes del Pili tipo IV (PilP,
TadD, PilQ), proteinas de oxidacion de sustratos y componentes de la cadena
transportadora de electrones (Citocromo C, Rusticianina, Tetrationato
hidrolasa), junto también con proteinas de membrana externa (OmpA, OmpL,

OprD).

A MVs B -
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-log Adjusted p-value
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Células

2 i 0 . 2 3
Difference MVs/Cells
Figura 30. Andlisis de Proteinas Diferencialmente Expresadas (DEPS) en
fracciones celulares y de MVs de A. ferrooxidans ATCC 53993 en presencia de
azufre elemental. (A) Se detectaron 1700 proteinas en la fraccion celular, 407
en la fraccion de MV, compartiendo 380 proteinas. (B) Gréfico de volcan que
muestra proteinas sobreexpresadas en MVs (rojo) y en células (azul).
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Evaluacion de la biooxidacion de hierro por MVs producidas por

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993

En base al resultado de la protedmica de las MVs de A. ferrooxidans ATCC
53993 que determind la presencia de proteinas involucradas en la oxidacion de
hierro como Rusticianina y citocromos, se realiz6 un ensayo para analizar la
capacidad de estas estructuras para oxidar el Fe(ll) soluble en el medio de
cultivo BART modificado, de manera independiente y en conjunto con células
de esta cepa bacteriana mediante espectrofotometria a 430 nm. Los resultados
se presentan en la Figura 31, la cual sugiere que las MVs presentan actividad
oxidativa de hierro, la cual es significativamente menor con respecto a las
células de A. ferrooxidans ATCC 53993, en los tratamientos con y sin As(lll) y
As(V) mM. Ademéas de esto, la actividad oxidativa de las MVs es

complementaria a las de las células en los tratamientos sin As y con As(V).
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Figura 31. Ensayo de oxidacion de Fe(ll) de vesiculas de membrana de A.
ferrooxidans ATCC 53993 en presencia y ausencia de As(lll) 0.5 y As(V) 0.5
mM.

Caracterizacion de 6xidos de hierro biomineralizados por biopeliculas de
A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre un soporte organico.

Se utilizé XDR para identificar las fases minerales presentes en los 6xidos de
hierro biomineralizados por las biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993
sobre bioballs en presencia y ausencia de As. Este método permite conocer el
grado de cristalinidad de la muestra al comparar con peaks caracteristicos de

diferentes minerales.

Los patrones de difraccion obtenidos de las muestras minerales desde el cultivo

de A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART modificado sin As se observan
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en la Figura 32. Las fases minerales presentes mostraron peaks 26 de baja
intensidad y gran amplitud a los 28.7°, 35°, 39.1°, 45.9°, 49.5° y 61.2°. Estos
peaks coinciden con los peaks caracteristicos de schwertmannita (azul) y

jarosita (rojo).
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Figura 32. Patrones de difraccién de rayos X de minerales producidos por A.
ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART en ausencia de arsénico. En negro:
patrones de la muestra mineral. En azul: patrones de schwertmannita. En rojo:
patrones de jarosita.
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Figura 33. Patrones de difraccion de rayos X de minerales producidos por A.
ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con As(lll) 0.5 mM.
En negro: patrones de la muestra mineral. En azul: patrones de
schwertmannita. En rojo: patrones de jarosita.

Los patrones de difraccion obtenidos de las muestras minerales desde el cultivo
de A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con As(V) 0.5
mM se observan en la Figura 34. Las fases minerales presentes mostraron
peaks 20 a los 28.7°, 31°, 35° 39.1°, 45.9°, 49,5° y 61.2°. Estos peaks
coinciden en mayor medida con los peaks caracteristicos de jarosita (rojo) y en

menor medida con los de schwertmannita (azul).
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Figura 34. Patrones de difraccion de rayos X de minerales producidos por A.
ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con As(V) 0.5 mM. En
negro: patrones de la muestra mineral. En azul: patrones de schwertmannita.
En rojo: patrones de jarosita.

Posteriormente, para complementar la identificaciéon de las fases minerales
presentes en las muestras, se realiz6 SEM-EDS tanto para poder visualizar la
morfologia como también conocer la composicién atomica relativa de las fases
minerales presentes. En la Figura 35, se observan dos tipos de minerales
obtenidos utilizando el medio BART modificado sin As, con flechas amarillas
estan indicados particulas pequefias y amorfas, similares a morfologias
descritas para schwertmannita. Por otra parte, con flechas rojas se indica
minerales mas grandes que podrian corresponder a jarosita. Luego, en la

Figura 36, el analisis EDS indica la presencia un alto porcentaje de Fe, O y S,
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atomos principales en la composicion de los 6xidos de hierro, ademas de contar
con K, el cual es uno de los atomos intercambiables en la composicion de

jarosita.

Figura 35. Micrografia electrénica de barrido de minerales de 6xidos de hierro
producidos por A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART en ausencia de
As.
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Figura 36. Gréfico espectroscopia de dispersion de energia (EDS) de 6xidos de
hierros biomineralizados por A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART en
ausencia de arsénico y el porcentaje en peso (%Wt) de la composicion
elemental.

En el caso de los minerales obtenidos a partir del medio BART modificado
suplementado con As(lll) mM, en la Figura 37, se observan claramente dos
tipos de minerales, con flechas amarillas estan indicados particulas con forma
de erizo, porosas y con proyecciones en forma de aguja, similares a
morfologias descritas para schwertmannita. Por otra parte, con flechas rojas se
indica minerales méas grandes, con superficies mas lisas, que podrian
corresponder a jarosita. Luego, en la Figura 38, el analisis EDS indica la
presencia un alto porcentaje de Fe, O y S, atomos principales en la composicion
de los oxidos de hierro, ademas de contar con peaks de As, lo que sugiere que
este metaloide fue incorporado a la estructura de los minerales de oOxido de

hierro.
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Figura 37. Micrografia electrénica de barrido de minerales de 6xidos de hierro
producidos por A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con
As(lll) 0.5 mM.
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Figura 38. Grafico EDS de 6xidos de hierros biomineralizados por A.
ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con As(lll) 0.5 mM y
el porcentaje en peso (%Wt) de la composicion elemental.
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En el caso de los minerales obtenidos a partir del medio BART modificado
suplementado con As(V) mM, en la Figura 39, se observan dos tipos de
minerales tal como en el caso anterior, con flechas amarillas estan indicados
particulas con forma de erizo, porosas y con proyecciones en forma de aguja,
similares a morfologias descritas para schwertmannita. Por otra parte, con
flechas rojas se indica minerales mas grandes, con superficies mas lisas, que
podrian corresponder a jarosita. Luego, en la Figura 40, el andlisis EDS indica
la presencia un alto porcentaje de Fe, O y S, atomos principales en la
composiciéon de los 6xidos de hierro, ademas de contar con peaks de As, lo que
sugiere que este metaloide fue incorporado a la estructura de los minerales de

6xido de hierro.
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Figura 39. Micrografia electrénica de barrido de minerales de 6xidos de hierro
producidos por A. ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con
As(V) 0.5 mM.
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Figura 40. Grafico EDS de 6xidos de hierros biomineralizados por A.
ferrooxidans ATCC 53993 en medio BART suplementado con As(V) 0.5 mM vy el
porcentaje en peso (%Wt) de la composicion elemental.
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Analisis de adsorcion de As de oxidos de hierro biomineralizados por
biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993

Los oOxidos de hierro biomineralizados en presencia y ausencia de As(lll) y
As(V) fueron utilizados para evaluar su capacidad de adsorber 30 mg-L? de
As(lll), para lo cual se afiadieron 25 mg de 6xidos de hierro biomineralizados en
100 mL de Milli-Q estéril a pH 7.0, suplementada con As(lll). Los analisis se
realizaron mediante ICP-MS vy los resultados de la capacidad de adsorcion de

As y el porcentaje de adsorcidn respectivo son presentados en la Tabla 6.

Tabla 6. Capacidad de adsorcion de arsénico (mg-g?!) y porcentaje de
adsorcion de arsénico de oxido de hierro biomineralizado por biopeliculas de A.
ferrooxidans ATCC 53993.

Condicion de  Adsorcién de arsénico Capacidad de adsorcion
biomineralizacion (%) (mg-g?)
Ausencia de 32.2 23.2
arsénico
As(Ill) 0.5 mM 28.8 20.8
As(V) 0.5 mM 27.7 20.0

Los resultados indican que los 6xidos de hierro biomineralizados en ausencia
de arsénico presentan una mayor adsorcién de As(lll) con un 32.2%, lo que
representa una capacidad de adsorcion igual 23.2 mg-g*. Luego, los éxidos de
hierro biomineralizados en presencia de As(lll) y As(V) 0.5 mM, presentaron un

porcentaje de adsorcion de As(lll) igual a 28.8% y 27.7%, respectivamente.
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DISCUSION

Niveles de tolerancia a As inorgénico de A. ferrooxidans ATCC 53993

Los valores de tolerancia a As(lll) y As(V) determinados para Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 53993 en este estudio fueron de 2 mM y 32 mM,
respectivamente. Estos valores son bajos comparados con otros registrados
para otras cepas de esta especie como en el caso de A. ferrooxidans BYQ-12,
la cual fue incubada a pH 2.5 y a 30°C, obteniendo valores de tolerancia igual a

32 mM de As(lll) y 64 mM de As(V), (Yan y col., 2017).

Por otra parte, Leng y col. (2009), analizaron cepas de A. ferrooxidans aisladas
desde diferentes drenajes acidos asociados a mineras en China, donde se
obtuvieron valores de tolerancia con la cepas aclimatadas y no aclimatadas a
As. Para el caso de las cepas no aclimatadas, se obtuvieron valores de
tolerancia de As(lll) entre 20 — 40 mM y de As(V) entre 40 — 60 mM. Luego, en
el caso de las cepas aclimatadas, se obtuvieron valores de tolerancia de As(lll)
entre 40 — 60 mM y de As(V) entre 70 — 100 mM. Por tanto, los niveles de
tolerancia a este metaloide por esta bacteria pueden variar dependiendo de la
exposicidon y aclimatacion que se realice al momento de la incubacion, lo que
sugiere que en este estudio para el caso de la cepa A. ferrooxidans ATCC
53993 pudieran obtenerse valores de tolerancia mas altos posterior a un

periodo de adaptacion.
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La tolerancia a As que presentan cepas de Acidithiobacillus ferrooxidans se
debe, en parte, a estrategias moleculares para la detoxificacion de este
metaloide mediadas por el operdn ars, el cual posee diferentes configuraciones
dependiendo de la cepa. La cepa ATCC 53993 presenta una configuracion
arsCRBH, que codifica diferentes enzimas: ArsC, una arsenato reductasa capaz
de reducir el As(V) a As(lll); ArsR, un represor transcripcional de la regién
promotora del operén ars, el cual se transcribe cuando ArsC interacciona con
As(Il); ArsB, una proteina de bomba de eflujo, que permite expulsar As(lll) de la
célula; ArsH, una oxidasa organoarsenical, proteina que participa en la
oxidacion de arsénico (Ben Fekih y col. 2018; Li y col. 2019; Norambuena.

2020; Yachkula y col. 2022).

Ademas de tolerar hasta 2 mM y 32 mM de As(lll) y As(V) respectivamente, la
cepa ATCC 53993 fue capaz de oxidar el hierro presente y generar precipitados
minerales de color anaranjados, los cuales pueden también estar participando
en el proceso de tolerancia a As, mediante el secuestro de este metaloide a
través de diferentes mecanismos (Zhang y col. 2018; Karimian y col. 2023), los
cuales seran tratados posteriormente en esta seccion. De esta manera, la
bacteria presenta mecanismos de aclimatacién que en conjunto le permiten vivir

en ambientes con altas concentraciones de metales pesados.
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Analisis de la cinética de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53993 en

presencia de As

Se realizaron analisis de las cinéticas de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC
53993 en presencia y ausencia de As(lll) y As(V) 0.5 mM, utilizando diferentes
valores de temperatura (28°C y 30°C) y de pH (1.8, 2.0 y 2.5). Se utiliz6 la
concentracion de 0.5 mM de As(lll) y As(V) debido a que esta cepa bacteriana
fue capaz de tolerar por sobre este valor de concentracion y también, debido a
que corresponde a una concentracion significativamente mas alta que la que
presentan las aguas de ciertos rios chilenos contaminados con este metaloide,
como por ejemplo el rio Loa (Antofagasta, Chile) con concentraciones de As por
sobre los 1000 pg-L%; lo que equivale a aproximadamente 0.0077 mM; el rio
Camarones (region de Arica y Parinacota, Chile) el cual presente de igual
manera 1000 ug-L*de As vy el rio Lluta (regiéon de Arica y Parinacota, Chile), el
cual presenta 250 pg-L%, lo que equivale a aproximadamente 0.0019 mM
(Romero y col., 2003; Direccion General de Aguas, 2004; Wilson y col., 2011).
Es decir, la concentracion utilizada en este estudio fue de alrededor de 65
veces mayor a lo presentado en estos cursos de agua natural. Esto, dentro de
un contexto de aplicacion de un sistema de biorremediacibn de aguas
contaminadas en nuestro pais utilizando A. ferrooxidans ATCC 53993, implica
una ventaja debido a las altas tolerancias a este metaloide por parte de esta
cepa bacteriana, por lo que el sistema podria ser capaz de adaptarse a las
diferentes fluctuaciones de concentraciones de As.
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Las curvas de crecimientos obtenidas se realizaron midiendo la densidad 6ptica
a 430 nm, esto siguiendo lo descrito por Dehghani y col (2019), quienes
plantean que esta longitud de onda es Optima para medir densidad celular en
medios de cultivo salinos. Los resultados indicaron que la cepa ATCC 53993
presenta una fase adaptativa entre las 0 y las 24 h, una fase exponencial entre
las 24 y 48 h, una fase estacionaria de muy corta duraciébn para entrar
inmediatamente a la fase de muerte hasta el final del periodo de incubacion. El
comportamiento del crecimiento celular es similar a lo obtenido en el estudio de
Dehghani y col (2019), donde existe una fase de muerte pronunciada, lo cual
puede ser debido a la interferencia que otorgan los minerales de éxidos de
hierro producidos por las bacterias, los cuales estarian siendo medidos a esta
longitud de onda. Esto podria explicar el porqué en todos los casos se llega a
un maximo de densidad Optica en la fase exponencial para luego disminuir
abruptamente, ya que a medida que los 6xidos de hierro son biomineralizados,
éstos van decantando y adhiriéndose al fondo del matraz. Por otra parte, la
curva de crecimiento obtenida mediante recuento por camara de Neubauer
reveld que la cepa ATCC 53993 presenta un desplazamiento en el comienzo de
la fase exponencial, la cual inicia a las 48 h, con respecto a lo obtenido por
densidad 6ptica. La fase estacionaria se observa a las 72 h y se mantiene hasta
las 120 h, llegando a una densidad celular maxima de alrededor de 1.5 x 108
cel mL1. De esta manera, la densidad 6ptica, a pesar de ser un método rapido

para la medicion del crecimiento, esta sujeto a las interferencias que pueden
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presentarse en el medio de cultivo, mientras que con el recuento por camara de
Neubauer se evita esta interferencia al contabilizar directamente las células

bacterianas.

Con respecto a los andlisis estadisticos de ANOVA de una via y test Tukey
realizados a cada curva de crecimiento, estos indicaron que no existen
diferencias significativas entre las medias obtenidas con los tratamientos en
presencia o ausencia de As(lll) y/o As(V) 0.5 mM, frente los diferentes valores
de pH y temperatura utilizados, lo que demuestra que la cepa A. ferrooxidans
ATCC 53993 no ve afectado su crecimiento, siendo capaz de crecer en un
amplio rango de pH y temperatura. Ademas, los parametros cinéticos obtenidos
a través del modelo de Gompertz, corroboran esta informacion, indicando que la
cepa presenta una velocidad de crecimiento (k) similar en cada tratamiento
cercana a los 0.157 (ODaso-h!). Por otra parte, los valores coeficientes de
determinaciéon (R?) obtenidos estan sobre 0.7, lo que indica que el modelo se

ajusta bien a los datos de las curvas de crecimiento.

De esta manera, la cepa A. ferrooxidans ATCC 53993 fue capaz de proliferar en
los diferentes valores de pH (1.8, 2.0 y 2.5) y temperatura (28°C y 30°C)
utilizados en este estudio, por lo cual se seleccionaron como valores de trabajo
para los siguientes experimentos un pH de 1.8 y una temperatura de 28°C. Esto
debido a este tipo de bacteria se encuentra de forma natural en ambientes

altamente acidos y con temperaturas mesofilas (Jung y col. 2022), por lo que
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estos valores se ajustan bien dentro de lo descrito. Ademas de esto, a valores
de pH y temperatura similares otras cepas de A. ferrooxidans han sido capaces
de oxidar el hierro y precipitarlo en minerales de 6xidos de hierro, lo que va

acorde a lo descrito por otros autores (Song y col. 2018; Dehghani y col. 2019).

Caracterizacion de la matriz extracelular y evaluacién de la formacion de
biopeliculas sobre soportes inorganicos y organicos de A. ferrooxidans

ATCC 53993

En el contexto de tratamientos de aguas contaminadas, en este caso con As, la
inmovilizacién de células bacterianas en forma de biopeliculas aparece como
una opcién que presenta buenas propiedades, tales como una alta fuerza
mecanica, alta tolerancia a metales y una alta biomasa (Bouabidi y col. 2019).
De esta manera, es importante el estudio de la capacidad de adherencia de la
bacteria a utilizar, la caracterizacién de sus biopeliculas y su matriz extracelular,

para su aplicacién en estos sistemas.

Asi, una vez caracterizada la tolerancia a As de la cepa ATCC 53993, se
procedi6 a evaluar su formacién de biopeliculas, primero sobre soportes
inorganicos como la pirita y azufre elemental y luego, sobre un soporte organico

inerte (bioball).

Mediante microscopia de epifluorescencia se observaron células de A.

ferrooxidans ATCC 53993 que fueron incubadas sobre trozos de pirita. Se pudo
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observar la presencia de bacilos de alrededor de 1 um de largo, lo cual se
corroboré mediante SEM, donde se pudo observar la misma morfologia celular
y se pudo obtener mayor detalle de la biopelicula formada sobre el mineral la
cual consistia, en general, en una monocapa de células distribuidas sobre el
mineral de pirita, lo que coincide con lo descrito para las biopeliculas formadas

por este tipo de bacteria (Bellenberg, y col. 2012).

Entre las micrografias electrénicas de barrido obtenidas, se logré apreciar
estructuras que estan formando parte de la matriz extracelular (ECM) de las
biopeliculas de esta bacteria, pequefias estructuras redondeadas y de tamafio
nanomeétrico en las superficies celulares, las que pueden corresponder a
vesiculas de membrana (MVSs). Este tipo de estructura ha sido ya descrita para
diversos tipos de bacterias, como por ejemplo para Shewanella oneidensis y
Myxococcus xanthus (Schwechheimer y col. 2015). Las MVs pueden estar
formadas por membrana externa o por membrana externa e interna, las que
cumplen diversos tipos de funciones y que coinciden morfolégicamente con las
observadas mediante SEM en este estudio (Schwechheimer y col. 2015;
Rossoni y col. 2024). Ademas de esto, se observaron estructuras en forma de
filamentos o “nanotubos”, los cuales conforman una red que interconecta
diferentes células adheridas al mineral. Este tipo de estructura puede ser el
resultado de la agregacion y fusion de diferentes MVs, los cuales podrian estar
participando en procesos de comunicacion entre células que conforman la
biopelicula. Esto ya ha sido descrito para otros miembros de la clase
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Acidithiobacillia, como Fervidacidithiobacillus caldus ATCC 51756 (previamente
conocida como Acidithiobacillus caldus). Esta cepa bacteriana es capaz de
producir MVs tanto de manera plancténica como sésil sobre superficie de
cupones de azufre, presentando ademas proyecciones alargadas en formas de
nanotubos (TSMS, del inglés tube shaped membrane estructures)

interconectando diferentes células entre si (Rossoni y col. 2024).

Estos resultados coinciden también con los obtenidos utilizando como soporte
cupones de azufre. La microscopia de epifluorescencia FM™4-64 y SEM,
demuestran la capacidad de adherencia que presenta esta cepa bacteriana
sobre azufre elemental. De igual manera, se observaron estructuras
redondeadas nanométricas por sobre y alrededor de las células, en una mayor
cantidad con respecto a las observadas en el caso con pirita. Ademas, los
filamentos observados forman una red mucho mas compleja interconectando a

diferentes células de la biopelicula.

Por lo anterior, se corrobora que esta cepa bacteriana es capaz de adherirse
tanto a pirita como a cupones de azufre. Asi, la bacteria puede estar en
contacto directo con el hierro y/o azufre, obtener energia a partir de su
oxidacion y formando asi biopeliculas (Zhang y col. 2018). Por otra parte, se
evidencio que A. ferrooxidans ATCC 53993 también es capaz de producir MVs,
como los otros miembros de la clase Acidithiobacillia, en un proceso

independiente del sustrato utilizado como fuente de energia. Ademas, estas
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estructuras, junto con los filamentos o nanotubos formados, son parte

estructural de la ECM en las biopeliculas.

Por otra parte, se evalu6 la capacidad de adherencia de A. ferrooxidans ATCC
53993 sobre un soporte organico inerte como lo son las bioballs, un soporte
esférico de polipropileno. Este soporte tiene como caracteristicas una alta area
superficial y resistencia a las condiciones de pH acido. Ademas de esto, al ser
inerte, no genera subproductos resultado de la interaccion con las bacterias
como en el caso de la interaccion célula y soportes inorganicos (como pirita y
azufre), donde como consecuencia de la biooxidacion del hierro y azufre se
produce acido sulfarico (Maluckov. 2017). Estas caracteristicas hacen del
bioball un buen material para su uso en un sistema de tratamiento de aguas
contaminadas basado en la inmovilizacion de A. ferrooxidans ATCC 53993 para

biorremediar el arsénico.

Para evaluar la capacidad de adherencia y formacion de biopeliculas, se
realizaron recuentos celulares desprendiendo las células adheridas a los
bioballs a diferentes intervalos de tiempo durante 7 dias, las cuales fueron
contadas directamente en camara de Neubauer y, por otra parte, tefiidas con
naranja de acridina y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. Los
resultados obtenidos indican que existe un aumento gradual de la concentracion
de las células adheridas al soporte durante los primeros dias y que, ademas,

para el final del periodo de incubacion, correspondiente al dia 7, las biopeliculas
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siguen en formacién y/o llegaron al maximo de concentracion celular adherida
debido a que no se aprecié una disminucion en ésta, frente a los diferentes
tratamientos de arsénico en ambos métodos empleados para su evaluacion. En
el caso de los valores de densidad celular obtenidos mediante tincion con
Naranja de acridina, se llegd a un maximo de 6.0x107 cel-mL™, mientras que en
el caso de recuento mediante camara de Neubauer el valor maximo obtenido
fue 1.0x10% cel-mL'. Esta diferencia en los valores de densidad celular
obtenidas se puede deber a dos factores principales. Primero, el recuento
obtenido mediante camara de Neubauer puede resultar sobrestimado al
contabilizar particulas minerales como células. Por otra parte, en el caso de la
tincion fluorescente con Naranja de acridina, esta corresponde a una tincién
cationica, por lo que pudiera estar interactuando superficialmente con
estructuras de la membrana externa de las células y de la ECM de las
biopeliculas y no difundiendo a través de su membrana celular para interactuar
con los acidos nucleicos, lo que pudo provocar un recuento celular menor,
debido a que no se generd una emision de fluorescencia o se obtuvo una
emisién de fluorescencia no especifica disminuida. Luego, con respecto al
tiempo de formacion de las biopeliculas para esta bacteria, autores han
determinado que las biopeliculas empiezan a formarse desde los 30 min y
pueden considerarse maduras a los 5 dias de formaciéon (San Martin y col.

2020; Vargas-Straube y col. 2020), por lo que es necesario evaluar la formacién
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de las biopeliculas en un periodo de tiempo mayor para determinar si existen

cambios.

Para complementar lo anterior, se obtuvieron muestras de las bioballs, para
poder visualizar la morfologia de las biopeliculas formadas sobre este soporte.
Los resultados, a diferencia de las biopeliculas formadas sobre cupones de
azufre y pirita, muestran a los soportes cubiertos por minerales de 6xidos de
hierro. Esto puede estar ocurriendo debido a que, tanto las células bacterianas
como el mismo soporte de polipropileno, estan sirviendo como sitios de
nucleacion para la formacién de estos minerales. Asi, en las micrografias
obtenidas, no se logran apreciar células libres, lo que sugiere que se
encuentran incrustadas dentro de estos minerales. Por otra parte, los minerales
formados presentaron una morfologia globular, poco definida que coinciden
morfol6égicamente con schwertmannita (Zhang y col. 2018), lo cual fue evaluado

en las siguientes secciones.

Caracterizacion y analisis proteémico de MVs producidas por A.

ferrooxidans ATCC 53993 sobre soportes inorganicos

En base a los resultados que evidenciaron la presencia de las MVs en la
superficie de las células adheridas a los diferentes soportes y fueron, junto a los
TSMS, las Unicas estructuras apreciables que forman parte de la ECM de las

biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993, se procedi6 a aislar y caracterizar
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MVs. Asi, se produjeron y aislaron MVs provenientes de cultivos bacterianos

que utilizaban hierro y azufre como fuente de energia en cada caso.

Para la caracterizacion de las MVs, se analizo el tamafio mediante analisis de
NanoTracking. En el caso de las MVs producidas en hierro, se obtuvieron
grupos con diferentes tamafios dentro de la muestra, con valores que oscilaban
entre 50 nm hasta los 400 nm. Esto sugiere una posible interferencia en el
analisis debido, a la presencia de precipitados minerales de 6xidos de hierro,
que puedan estar siendo considerados como parte de la poblacion de MVs. Por
otra parte, en el caso de las MVs producidas en presencia de azufre, se obtuvo
solo un grupo predominante de tamafo de 128 nm. Estos valores de tamafio
coinciden con tamafos de MVs producidas por otras bacterias de la clase
Acidithiobacillia, como en el caso de las presentadas en el estudio de Rossoni y
col. (2024) con valores que van entre 117 a 158 nm, como también por MVs
producidas por bacterias de otras clases como 20 — 250 nm de didmetro

(Schwechheimer y Kuehn. 2015).

Por otra parte, las MVs fueron tefiidas con el colorante lipofilico FM™4-64 e
incubadas sobre pirita y cupones de azufre. Los resultados mostraron
estructuras redondeadas y pequefas, que estan cerca del limite de deteccion
del microscopio de fluorescencia, tefiidas de rojo. Esto indica, primero, que
estas estructuras poseen una composicion lipidica, lo que sugiere que sean

realmente MVs. Segundo, que estas estructuras son capaces de interactuar con
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el sustrato, al demostrar adherencia a estos. Esto podria explicarse debido a
gue al momento de generarse las MVs, éstas llevan consigo diferentes tipos de

proteinas de membrana externa (Schwechheimer y Kuehn. 2015).

En cuanto a las caracteristicas de la ultraestructura obtenidas mediante TEM,
las MVs producidas tanto en presencia de hierro como de azufre, resultan
poseer sélo una membrana apreciable lo que sugiere que, en general, las MVs
producidas por esta bacteria son sélo de membrana externa (OMVs, del inglés
outer membrane vesicles). Ademas de esto, en el caso de azufre se logran ver
MVs muy cercanas e incluso fusionadas entre si junto también, con estructuras
mas alargadas que pueden corresponder a los TSMS observados en los
resultados de SEM previamente comentados. Estos resultados sugieren que las
MVs pueden fusionarse efectivamente para asi generar estas otras estructuras
en forma de filamentos o nanotubos, los cuales pueden tener funciones de
comunicaciéon entre células, esto es un fendmeno que se ha visto en MVs de
otras bacterias como en el caso de Fervidacidithiobacillus. caldus, Shewanella
oneidensis y Myxococcus xanthus (Pirbadian y col. 2014; Remis y col. 2014;

Rossoni y col. 2024)

El contenido proteico s6lo de las MVs producidas en presencia de azufre de A.
ferrooxidans ATCC 53993 revel6 potenciales funciones relacionadas con
diferentes adhesinas como componentes del Pili tipo IV (PilP, TadD, PilQ),

proteinas de membrana externa (OmpA, OmpL, OprD) y proteinas de oxidacion
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de sustratos y componentes de la cadena transportadora de electrones
(Citocromo C, Rusticianina, Tetrationato hidrolasa). La presencia de estas
proteinas sugiere que las MVs tienen interaccion directa con la superficie de
sustratos como los cupones de azufre y pirita, tal como se analizé previamente
con el ensayo de adherencia y tincién fluorescente con FM™4-64. Por otra
parte, las MVs obtenidas en presencia de hierro presentaban precipitados
minerales dificiles de separar de la muestra, lo que interfirié en el desarrollo de

los analisis.

Evaluacion de la biooxidacién de hierro por MVs producidas por

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993

En base a los resultados de proteémica se plante6 un experimento para
explorar la capacidad de biooxidacion de hierro por parte de MVs producidas
por A. ferrooxidans ATCC 53993. Esto se realizd, ademas, en presencia y
ausencia de As(lll) y As(V) 0.5 mM. Los resultados indican que las MVs
presentan una actividad oxidativa de hierro, la cual fue significativamente menor
con respecto a la de la observada por células de A. ferrooxidans ATCC 53993.
Ademas, en el caso del efecto en conjunto de la biooxidaciéon de hierro, entre
las células y las MVs, se observo que es una actividad complementaria que
resultd ser significativamente mayor a la oxidacion mostrada por solo las células

bacterianas en los tratamientos sin As y con As(V) 0.5 mM. Estos resultados
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pueden ser explicados dada la presencia de proteinas de interaccion con
sustratos como lo es Rusticianina, proteina involucrada en la oxidacion del
hierro y la cadena transportadora de electrones (Quatrini y col. 2009). Sin
embargo, la baja actividad oxidativa se puede deber a que las MVs posean una
cadena transportadora de electrones incompleta o una baja cantidad de
proteinas asociadas a la oxidacion del sustrato, por lo que los niveles de
oxidacion se ven afectados. Por otra parte, los resultados sugieren que las MVs
estan participando de manera directa en la interaccion con los sustratos, en
este caso con el hierro, o que en la naturaleza puede corresponder a la pirita.
Esta interaccion podria estar facilitando la liberacion o biolixiviacion de metales
y ser una estrategia por parte de las células bacterianas para evitar la
generacion de minerales de 6xidos de hierro sobre su estructura, utilizando a

las como MVs sitio de nucleacion de estos (Zlatkov y col. 2021).

De esta manera, se demuestra la capacidad de esta cepa bacteriana de
adherirse a diferentes sustratos como también de producir MVs, las cuales
conforman estructuralmente la ECM de sus biopeliculas y estan participando
activamente en la interaccion con los sustratos debido al contenido proteico que
llevan consigo. Mas estudios son necesarios para la completa caracterizacion
de las MVs, tal como su composicion lipidica, el proceso de generacion de

éstas y las diferentes funciones que pueden estar realizando.
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Caracterizacion de 6xidos de hierro biomineralizados por biopeliculas de

A. ferrooxidans ATCC 53993 sobre un soporte organico

Evaluada la capacidad de formacion de biopeliculas sobre diferentes sustratos
se realizaron ensayos de biomineralizacion de éxidos de hierro producidos por
biopeliculas de la cepa ATCC 53993 de A. ferrooxidans sobre bioballs. Se
visualizé su aplicacion en un sistema de tratamiento para aguas contaminadas
con arsénico donde es necesario la estabilidad de los soportes para la
inmovilizacibn de las células bacterianas, sin verse afectados por las
condiciones ambientales. Esto fue realizado en presencia y ausencia de As(lll)

y As(V) 0.5 mM.

Los Oxidos de hierro biomineralizados fueron recolectados y analizados
mediante XDR y SEM-EDS, para identificar las fases minerales presentes y
analizar la morfologia junto con la composicion elemental relativa,
respectivamente. Los resultados de XDR para los tres tratamientos de As,
indican que las biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993 producen
principalmente dos fases minerales dominantes, las que corresponde a
schwertmannita (Sch) y Jarosita (Jt). Esto debido a que las muestras minerales
presentaron patrones de difraccion de rayos X con peaks a 28.7°, 35°, 39.1°,
45.9°, 49.5° y 61.2°. Estos peaks coinciden con peaks caracteristicos de Sch y
Jt (Kamde y col. 2018; Zhang y col. 2018). En cuanto a las caracteristicas de los

peaks, estos presentan en general, una baja intensidad y una gran amplitud, lo
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que refleja la presencia de minerales de baja cristalinidad y de morfologia

amorfa, lo que coincide con Sch (Ali y col. 2022).

Por otra parte, las micrografias electronicas de barrido, en los tratamientos en
ausencia de As y suplementado con As(lll) 0.5 mM y As(V) 0.5 mM,
respectivamente, revelan la presencia de particulas pequefas, redondeadas,
con proyecciones aciculares, que simulan la forma de un “erizo de mar”. Todas
estas caracteristicas morfologicas coinciden con lo descrito para Sch (Zhang y
col. 2018). Por otra parte, se observan minerales con bordes mas definidos, de
mayor tamafio que los anteriores, caracteristicas que coinciden con morfologias
ya estudiadas de Jt (Eftekhari y col. 2020b). Ademas de esto, los analisis de
composicién elemental entregados por EDS, indican la presencia de minerales
con un alto porcentaje de Fe, O y S, atomos principales en la composicién de
Sch [(FesOsg (OH)s-2x(S04)x) (1=x<1.75)] y Jt, ademas de contar con K, el cual es
uno de los atomos intercambiables en la composicion de Jt, dada su férmula
quimica [(MFe3(S0a4)2(OH)s)], donde M puede ser reemplazado por un cation
monovalente o divalente tal como: NH4*, H3O*, K*, Na*, Ag*, Hg®* o Pb?

(Cruells y Roca. 2022).

En otros estudios realizados de biomineralizacion con cepas de A. ferrooxidans
se han obtenido en general s6lo una fase mineral, la cual puede corresponder a
Sch, por ejemplo. Sin embargo, en esos estudios se mantiene un control

periodico de parametros fisicoquimicos como el pH, como en la investigacion
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realizada por Zhou y col. (2022), donde esta regulacion permite aumentar la
eficiencia de precipitacion del hierro y la formacion principalmente de Sch. En
cambio, en el presente estudio, sélo se consideré un pH inicial, el cual pudo
variar durante el transcurso de la formacibn de la biopelicula y Ila
biomineralizacion de o6xidos de hierro. Cabe considerar que establecer un
sistema de tratamiento in situ en donde se ajusten los valores de parametros
fisicoquimicos como el pH y temperatura, podria incrementar los costos
econdémicos asociados, por tanto, la aproximacion metodoldgica de este estudio
implica una cercania a las condiciones en las que se espera implementar el

sistema de tratamiento.

De esta manera, es posible afirmar que las biopeliculas de A. ferrooxidans
ATCC 53993 sobre los soportes de bioballs y frente a las condiciones
fisicoquimicas utilizadas (28°C y pH 1.8) son capaces de producir minerales de

oxidos de hierro como Sch y Jt.

Andlisis de adsorcion de As de oxidos de hierro biomineralizados por

biopeliculas de A. ferrooxidans ATCC 53993

Luego de identificar los 6xidos de hierro biomineralizados por biopeliculas de A.
ferrooxidans ATCC 53993 se procedié a evaluar su capacidad de adsorber
As(lll). Para esto, los minerales obtenidos en presencia y ausencia de As(lll) y

As(V) fueron utilizados para un ensayo de adsorcion de As(lll) a una
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concentracion de 30 mg-L*. Los resultados indican que los 6xidos de hierro
biomineralizados en ausencia de As presentan una mayor capacidad de
adsorber este metaloide, con un porcentaje de adsorcion igual a 32.2% lo que
significa una capacidad de adsorcién igual a 23.2 mg-g*.Luego, los éxidos de
hierro biomineralizados en presencia de As(lll) 0.5 mM y As(V) 0.5 mM
ocuparon el segundo y tercer lugar, en cuanto al porcentaje de adsorcion, con

un 28.8%y 27.7%.

Los O6xidos de hierro que fueron biomineralizados en ausencia de As
presentaron los valores mas altos de adsorcion de este metaloide, lo que puede
ser explicado debido a los mecanismos de interaccion de los 6xidos de hierro
con el As. Al ser biomineralizados en ausencia de As, los oxidos de hierro
presentarian mas sitios disponibles para interactuar con éste, ya se mediante el
desplazamiento del ndcleo de sulfato presente en sus estructuras, como
también por la union mediante enlaces covalentes para formar fuertes
complejos superficiales (Zhang y col. 2018; Karimian y col. 2023). Estas
interacciones se verian disminuidas en el caso de los 6xidos de hierro que

fueron biomineralizados en presencia, ya sea de As(lll) o As(V).

Por otra parte, los valores de capacidad de adsorcion de As (mg-g!) obtenidos
en estudios previos similares son mas altos, tal como en el caso de Song y col.
(2018) donde se obtuvo un valor de 117.0 mg As(lll)-g* Sch. Sin embargo, este

valor se obtiene a partir de una fase mineral tnica, en cambio, en este estudio,
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se obtuvo una mezcla de dos fases minerales, lo cual puede afectar en las
capacidades de adsorber As. A pesar de esto, los valores de adsorcion de As
obtenidos en este estudio tienen un buen rendimiento comparados con valores
de adsorbentes convencionales como el carbon activado, el cual posee una
capacidad de adsorcion de As(lll) igual a 29.9 mg-g* (Mohan y Pittman, 2007),
considerando que los 6xidos de hierro son biomineralizados, lo que lo hace

rentable econdmicamente.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos, no se rechaza la hipétesis
planteada debido a que Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 es capaz de
adherirse y formar biopeliculas sobre soportes inorganicos (pirita y azufre
elemental) y organicos (bioballs), como también de biomineralizar 6xidos de
hierro, tales como schwertmannita y jarosita, los cuales poseen capacidades de
adsorcion de As(lll). Asi, seria posible desarrollar un sistema de tratamiento de
aguas contaminadas con As basado en la inmovilizacién de Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 53993 sobre bioballs y la biomineralizacion de éxidos de
hierro, los cuales pueden capturar el As. Esto permitiria disminuir las
concentraciones de este metaloide, sin la necesidad de tratamientos quimicos,
lo que implica un tratamiento menos costoso y amigable con el ambiente, lo que
podria afectar de manera positiva a la salud publica. Ademas de lo anterior, se
destaca la presencia de MVs como parte de la ECM de las biopeliculas de la
cepa ATCC 53993, estructuras poco estudiadas previamente en este tipo de
bacterias, las cuales estarian interaccionando directamente en la oxidacion de
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minerales como el hierro y, ademas, pueden estar formando proyecciones
alargadas en formas de nanotubos (TSMS), lo que podria estar relacionado a

funciones de comunicacién entre células.

Como proyecciones a este estudio se propone el desarrollo de un sistema de
tratamiento a mayor escala para evaluar los rendimientos de biomineralizacién
de oxidos de hierro como de la adsorcion de As. Por otra parte, surge la
necesidad de esclarecer las funciones de las MVs dentro del contexto de la
formacién de biopeliculas de esta bacteria, junto con la interaccibn con

minerales que puede influir en la biomineralizacion de 6xidos de hierro.
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CONCLUSIONES

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 tolera 2 mM de As(lll) y 32
mM de As(V).

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 prolifera en un amplio rango
de pH (1.5, 2.0y 2.5) y temperatura (28°C y 30°C).

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, incubada en el medio BART
modificado a pH 1.8 y 28°C, se adhiere y forma biopeliculas sobre
sustratos inorganicos, como pirita y azufre elemental, y sobre un soporte
organico inerte, como bioballs de polipropileno.

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 produce vesiculas de
membrana (MVs), las cuales son parte estructural de la matriz
extracelular de sus biopeliculas.

Las MVs presentan capacidades de adherencia a sustratos como la pirita
y azufre elemental como también capacidad oxidativa de hierro.
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 en el estado de biopelicula,
incubada en el medio BART modificado a pH 1.8 y 28°C, biomineraliza
oxidos de hierro, principalmente schwertmannita y jarosita.

Los Oxidos de hierro schwertmannita y jarosita biomineralizados por la
cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993, en el estado de

biopelicula, presentan una capacidad de adsorcion de As(lll) igual a 23.2

mg-g.
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