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RESUMEN

Los microorganismos quimiolitoautétrofos
han sido estudiados con la finalidad de
comprender su metabolismo y su
capacidad de recuperaciéon de metales
como el oro, plata, cobre, niquel, entre
otros que se encuentran en yacimientos
rocosos. La caracterizacion fisiolégica de
dos cepas bacterianas quimiolitoautotrofas
(LR1 y LR2) aisladas de jales, indica que
poseen la capacidad obtener su fuente de
electrones del hierro. La oxidacion del
hierro durante el crecimiento de las
cepas se realizd con la técnica de

fenantrolina y siguiendo el potencial

19

oxido-reduccién. Las cepas mostraron
una oxidacién del 21% del hierro, cuando
son crecidas en medio WAYE a pH 2.5
en aerobiosis. La caracterizacion
filogenética de las cepas indicé que
pertenecen a la Clase g-Proteobacteria,
por lo que las cepas podrian presentar un
metabolismo heter6trofo y autétrofo. Por
lo que, ambas cepas fueron cultivadas
bajo diferentes fuentes de carbono
organicas, sin embargo, las cepas no
presentaron crecimiento, por lo que se
metabolismo

revelo un posible

quimiolitoautotrofo estricto. En

conclusién, la cepa LR1 y LR2 son
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bacilos gram  positivos  acidoéfilos
guimiolitoautoétrofos con posible potencial
de lixiviacibn de minerales para la

recuperacion de metales de interés.

Palabras clave: Fisiologia, Lixiviacion,

Quimiolitoautétrofo

ABSTRACT

The chemolithoautotrophic microorganisms
have been studied in order to understand
their metabolism and their capacity to
recover metals such as gold, silver, copper,
nickel, among others that are found in rocky
deposits. The physiological characterization
of two bacterial strains quimiolitoautotrophs
(LR1 and LR2) isolated from tailings,
indicates that they have the ability to obtain
their electron source of iron. Oxidation of
the iron during the growth of the strains
was carried out with the fenanthroline
technique and following the oxidation-
reduction potential. The strains showed

an oxidation of 21% of the iron, when they
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are grown in WAYE medium at pH 2.5 in
aerobic condition. The phylogenetic
characterization of the strains indicated
that they belong to the Class g-
Proteobacteria, so that the strains could
present a heterotrophic and autotrophic
metabolism. Therefore, both strains were
cultivated under different organic carbon
sources, but growing was not observed in
strains, SO a possible strict
guimiolitoautotrophic metabolism was
revealed. In conclusion, the LR1 and LR2
strains

are acidophilic

chemolithoautotrophic gram-positive
bacilli with potential mineral leaching

potential for the recovery of metals of

interest.

Keywords: Physiology, Leaching,
Chemolitoautotrophic
INTRODUCCION

La capacidad que tienen algunas

bacterias para oxidar metales esta dada

por su condicion quimiotrofa, es decir, la



obtencion de su fuente de energia es a
partir de compuestos inorganicos, por lo
tanto, ellas crecen a expensas de la
liberacion y obtencion de electrones
mediante la oxidacion de minerales.
Estas pueden llegar a ser formadoras de
esporas y gram positivas como en el
caso del género Sulfobacillus, que son
bacterias acidéfilas que obtienen energia
mediante la oxidacién hierro o azufre
elemental de minerales. Una de las
principales caracteristicas de estas
bacterias es que generalmente son
autotrofas, aerobicas y quimiosintéticas.
Su capacidad autotrofa les permite
sintetizar sus componentes celulares a
partir de compuestos inorganicos, como
la fijacion del CO2 de la atmésfera [6].
Otro ejemplo es Acidithiobacillus
ferrooxidans, que puede oxidar iones
ferrosos, azufre elemental, tiosulfatos y
es considerada una de las principales

bacterias mas ampliamente investigada

hasta la fecha [4]. Sin embargo, es
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necesario conocer su fisiologia ya que en

el caso de algunas bacterias
guimiolitoautotrofas que utilizan As (I11)
como un donador de electrones vy
obtienen la energia de la oxidacion de
éste, caen dentro de dos subdivisiones
las

de Proteobacteria. Es decir, que

bacterias oxidantes de arsenito

guimiolitétrofas  pertenecen a la
subdivision a-Proteobacteria, mientras
gue las bacterias oxidantes de arsenito
heterétrofas estan dentro de la division [3-
Proteobacteria. En este trabajo se evalué
el metabolismo de cepas aisladas de
jales (LR1 y LR2) y se determind la
fisiologia quimiolitbautétrofa estricta de
estas bacterias. Las cepas fueron
caracterizadas en su filogenética en base
al gen 16S rRNA, la relacion filogenética
las ubicé dentro de la Clase -
Proteobacteria, por lo que las cepas
podrian presentar un metabolismo
heterotrofo y autotrofo y se hizo
necesario evaluar las caracteristicas
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fisiologicas de estas cepas bacterianas

guimiolitoautotrofas acidofilicas.

METODOLOGIA

Las cepas LR1 y LR2 fueron aisladas de
lodos residuales de una mina situada en
de Bolaiiitos,

la regibn  minera

Guanajuato, y caracterizadas
flogenéticamente a través del gen

ribosomal 16S rRNA [8]

Medio de cultivo. El medio WAYE fue
utiizado para el mantenimiento vy
evaluacion metabdlica de las cepas
bacterias. Composicién del medio (g/L):
(NH4)2S04:0.4, MgSOs 7H20: 0.4,
K2HPO4: 0.5, KCI: 0.1, Ca(NO3)2: 0.01 y
extracto de levadura: 0.2. Se ajust6 el pH
a 2.5 con H2SOs4 concentrado y se
esteriliza en autoclave a 121°C a 15 Ib
por 15 min. Una vez estéril se afiadieron
10g/L de FeS04.7H20. Los cultivos
fueron  realizados

bacterianos en

matraces Erlenmeyer de 500 mL con 250
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mL de medio y se inocul6 con el 10% del
volumen. Todos los cultivos se realizaron
por triplicado, los cultivos fueron
incubados a 37°C a 130 rpm. Por otro
lado, se realizaron cultivos en medio
WAYE suplementado con 4 g /L de
mineral triturado que equivale a 2.52
las mismas

mg/L de hierro, bajo

condiciones. inoculé. El crecimiento
microbiano se sigui6 mediante la
oxidacion del oxido-

Fe?*, potencial

reduccion y pH.

La cuantificacion de Fe?*, se realizd
mediante la técnica de fenantrolina
modificada. En un tubo de ensaye se
colocan 2 mL de fenantrolina, 1 mL de
acetato de amonio y 1 mL de muestra se
mezclan y se deja reposar durante 5 min,
después se mide la absorbancia a 595
nm. Las lecturas obtenidas se
compararon contra una curva patrén de
FeS04.7H20. El potencial oxido- El El El

potencial de oOxido-reduccion y pH se



medieron con el equipo HI pH/ORP meter

de HANNA Istruments. Los datos
obtenidos en cada experimento fueron

graficados.

Fuentes de carbono orgénicas. Las
cepas LR1 y LR2 fueron inoculadas en
120 mL de medio basal WAYE
suplementado con diferentes fuentes de
carbono a una concentracion final de 5
mM. Los sustratos fueron dextrosa,
sacarosa, acido piravico, succinato de
sodio, acetato de cadmio, metanol,
etanol e isopropanol. Los cultivos fueron
incubados a 37°C a 130 rpm, una vez
observado un cambio en la turbiedad del
medio, se tomaron 6 mL de cultivo y se
inocularon en 120 mL de medio fresco,
manteniendo la fuente de carbono, ésto
fue repetido una vez mas. El crecimiento

bacteriano se siguié a través de la

absorbancia a 620 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indican que las cepasLR1
y LR2 son capaces de crecer en
presencia de hierro oxidandolo a ion
férrico en ausencia de fuentes de
carbono organicas y pH 2.5. Lo que
indica que presentan un metabolismo
guimiolitoautétrofo, y por su capacidad
de crecer bajo un pH éacido se clasifican

como bacterias aciddfilas extremas, tal y

como se presenta en las Figuras 1y 2.
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Figura. 1. Oxidacion de hierro de los cultivos en medio WAYE. a) Oxidacion Fe?* b)
balance de Fe?* y Fe%* ¢) Potencial Redox d) Seguimiento de pH
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Figura. 2. Oxidacion de hierro de los cultivos en medio WAYE con mineral. a) Oxidacion
Fe?* b) balance de Fe?* y Fe®* ¢) Potencial Redox d) Seguimiento de pH
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Su capacidad de crecer en presencia de

mineral bajo condiciones

guimilitoautotrofas, muestra que ambas

cepas podrian tener un potencial en

25
20
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porcentaje Oxidacion Fe2+
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procesos de lixiviacion debido a las

condiciones de crecimiento que

requieren, un porcentaje de oxidacion de

hierro como se muestra en la Figura. 3
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Figura. 3. Porcentaje de Oxidacioén de hierro de los cultivos en medio WAYE

Por otra parte, la ausencia de crecimiento
de las cepas LR1 y LR2 en fuentes de

carbono organicas, indic6 que no

capaces de seguir un metabolismo

heterétrofo soélo autétrofo y bajo una
fuente inorgénica de electrones como el
hierro. Este resultado va en contra de su
posicion filogenética, ya que la mayoria

de las especies de clase

B_

Proteobacterias exhiben un metabolismo

25

heterétrofo y algunas especies son
también autétrofas, es decir presentan un
metabolismo facultativo. Sin embargo,
las cepas fueron cercanas a una nueva
bacteria  quimiolitoautétrofa  Arsenite
Oxidizing, pero esta nueva especie esta
clasificada dentro de las alfa-
Proteobacterias, y presenta condiciones
diferentes de crecimiento, por ejemplo,

utiiza al arsenito como fuente de
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electrones y crece a un pH neutro, es
gram negativa, mientras que las cepas
LR1y LR2 crecen a pH &cido y son gram
positivas. Este hecho, indica que se debe
profundizar més en la caracterizacién de

LR-1
71

100 LR1T

100

100

las cepas tanto a nivel genético y
fisiologico, ya que este tipo de bacterias
tienen gran importancia en procesos de
sitios

lixiviacion 'y tratamiento de

contaminados por metales.

Arsenite-oxidizing bacterium (AY027500.1)

— Achromobacter denitrificans (NR_042021.1)
Achromobacter xylosoxidans (NR_074754.1)

a7 {

i

Bordetella avium (AF177666.1)

L Bordetella hinzii (AF177667.1)

— Bordetella holmesii (NR_121717.1)

Castellaniella defragrans (NR_121780.1)

Castellaniella denitrificans (NR_044802.1)

Figura. 4. Arbol filogenético para el gen 16S rDNA de las cepas LR1 y LR2. Se tom6 un grupoexterno
Nanoarchaeum equitanses, y secuencias relacionadas a los miembros del orden B-Proteobacteria,
utilizando el algoritmo de Maxima Parsimonia. Los ndmeros que anteceden a un nodo representan el
porcentaje de frecuencia con la que se repite el arbol en 500 remuestreos. La escala de la barra indica el
namero de nucledtidos sustituidos. La figura fue tomada de Hidalgo-Rosas (2015).

Registro ISSN 2448-8186
DOI:10.19136 /Jeeo0s.a4n1.3785

26



CONCLUSIONES

Las cepas LR1 y LR2 obtienen su fuente
de energia del ion ferroso para sostener
su crecimiento, y presentan un

metabolismo del carbono autétrofo
debido a que no fueron capaces de
crecer en fuentes de carbono organicas
bajo las condiciones probadas en este
trabajo. Ademas, su capacidad de crecer
en presencia de mineral a pH acido
indica que podria ser evaluada como un
posible agente de lixiviacion en la

obtencion de metales presentes en los

minerales.
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