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RESUMEN

La sensibilidad al cobre por parte de microorganismos biolixiviadores es uno de los principales problemas
que enfrenta la mineria para mejorar los procesos de biolixiviacion. En tal sentido, nosotros evaluamos la
resistencia al cobre de un consorcio microbiano conformado por Sulfobacillus spp., y Acidithiobacillus
ferrooxidans, el cual se propagé, en bioreactores de tanque aireado y agitado de 1 L, los cuales contenian
medio 9K suplementado con hierro y concentraciones crecientes de cobre (200 mM, 400 mM, 600 mM, 800
mM y 1,000 mM) a 30°C con un pH de 1.6 durante 96 horas. Se colect6 una muestra de cada biorreactor
cada 8 horas, para realizar andlisis, microscépicos y moleculares, ademas el cultivo del consorcio en placa
mostré una resistencia al cobre hasta 1,000 mM. Se observd que el consorcio microbiano puede crecer en
presencia de cobre tanto en medio liquidos (biorreactores-9K+Cu: 200 mM-800mM) como en medios sélidos
(agarosa-9K + Cu: 1,000mM). Nuestros resultados proponen que el consorcio conformado por Sulfobacillus
spp., Y Acidithiobacillus ferrooxidans, presenta resistencia extrema al cobre y podria ser aplicado bajo
condiciones de mayor escalamiento en procesos de biolixiviacion de minerales sulfuros donde el cobre se
encuentra en concentraciones de hasta 1,000 mM.

Palabras clave: Acidithiobacillus ferrooxidans; consorcio microbiano; microorganismos biolixiviadores;
Sulfobacillus spp, resistencia al cobre
ABSTRACT

The sensitivity to copper by bioleaching microorganism is one of the main problems faced by mining to
improve bioleaching processes. In this sense, we evaluated the resistance to copper of a microbial
consortium formed by Sulfobacillus spp., and Acidithiobacillus ferroxidans which was propagated, in aerated
and agitated tank bioreactors of 1 L, which contained 9 K medium supplemented with iron and concentrations
copper (200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM and 1,000 mM) at 30 °C with a pH of 1.6 for 96 hours. A
samples of each bioreactor was colleted every 8 hours, to perform cytometric microscope and molecular
analysis, and plate count test showed a resistance to copper at 1,000 mM. It was observed that the microbial
consortium can grow in the presence of copper both in liquid medium (bioreactors -9K + Cu: 200 mM — 800
mM) and in solid media (agarose — 9K + Cu: 1,000 mM). Our results propose that the consortium formed
Sulfobacillus spp., and Acidithiobacillus ferrooxidans presents wxtreme resistance to copper and could be
applied under higher scaling conditions in bioleaching processes of sulfide minerals where copper is found in
concentrations up to 1 000 mM.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidas; bioleaching microorganisms; microbial consortium; Sulfobacillus
Spp; resistance to copper.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos extremoacidofilos viven en condiciones que no son comunes para la mayoria de los
seres vivos (pH < 2), donde estan expuestos a la oxidacion por metales pesados (Madigan et al., 2019).
Dichos microorganismos pertenecen a especies de bacterias, arqueas y hongos, e incluso algunas protistas,
las cuales se caracterizan por tener metabolismos quimiolitoautétrofos y quimiolito-organotrofos, ademas de
ser aerobias y mesdfilas, o bien terméfilas (Madigan et al., 2019; Medina et al., 2012).

La biolixiviacién se puede definir como un proceso natural de solubilizacion de metales, por disgregacion de
los minerales, generada por el ataque oxidante de moléculas liberadas por el metabolismo del hierro y el
azufre en las bacterias extremoacidofilas (Watling, 2006). Este bioproceso ya es usado en paises como
Chile, donde la biomineria es una estrategia eficiente frente a los métodos convencionales, utilizando cepas
modificadas genéticamente para incrementar los rendimientos de extraccién (Latorre et al., 2016).

En la biolixiviacion del cobre, se disponen pilas de minerales, las cuales contienen sulfuros secundarios,
donde se adicionan soluciones acidas (Watling, 2006). Estas soluciones contienen diferentes
concentraciones de cobre ya que constantemente estan bafiando las pilas, por lo que suelen clasificarse de
tres formas: la solucion rica en cobre o también llamada PLS (Pregnant Leach Solution), la solucion
intermedia de cobre o también llamada ILS (Intermediate leaching solution) y la solucién de refino que
contiene una baja concentracidon de cobre, debido a qué se obtiene después de la extraccion del cobre
(Morales, 2016).

Las soluciones PLS contienen alrededor de 100 mM de cobre, mientras que en las soluciones de refino se
pueden encontrar concentraciones aproximadas a 19.2 mM de cobre (Morales, 2016); ademas, otras
soluciones de biolixiviado presentan concentraciones en torno a 30.5 a 40 mM de cobre (Jia et al., 2016).
Estas concentraciones son letales para procariotas no extremoaciddéfilas, porque el cobre tiene
caracteristicas antimicrobianas (Neciosup et al.,, 2015); sin embargo, empleando herramientas
metagenémicas se han reportado la existencia de comunidades microbianas (Xie et al., 2007). Segun
Watling et al. (2014), bacterias de los géneros Acidithiobacillus, Leptospirillum, Ferriphilum y Acidiphilum,
ademas de arqueas como Ferroplasma han sido identificadas en soluciones ILS (Demergasso et al., 2005).
Segun Jia et al. (2016), las soluciones PLS e ILS, con presencia de microorganismos, muestran una mejor
oxidacidn del hierro en relacién con la solucion de refino, lo cual indica un metabolismo muy activo a pesar
de las concentraciones de cobre.

Bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans son utilizadas en procesos de biolixiviacién por su capacidad
de crecer en presencia de cobre (Demergasso et al., 2005; Harvey y Crundwell, 1996; Rawlings y Johnson
2007), ademas de que subespecies de Sulfobacillus thermosulfidooxidans han sido reportadas como
tolerantes a concentraciones elevadas de cobre (Watkin et al., 2009), pero su comportamiento como
consorcio microbiano en respuesta al cobre no ha sido establecido.

Uno de los grandes desafios es hacer constante la biolixiviacién a escala industrial, y que las comunidades
microbianas establecidas en las soluciones, obtengan resistencia al cobre. En este rumbo, esta investigacién
evalud la resistencia de un consorcio microbiano expuesto a elevadas concentraciones de cobre como un
modelo microbioldgico de alta resistencia al cobre con potencial aplicacion en la biolixiviacion.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Aislamiento, caracterizacion y propagacién del consorcio microbiano.

El consorcio microbiano constituido por Sulfobacillus spp., y Acidithiobacillus ferrooxidans, se aislé desde un
drenaje acido de mina (pH: 3.0) en el distrito de Sayapullo, (La Libertad, Peru), cuyas coordenadas son
7°35°34.46"" S, 78°29°00.46" O, elevacion: 2206 m.s.n.m. Este consorcio se mantuvo activo por repiques

constantes en medio 9K-Fe hasta obtener un inoculo de 1.8 x 108 células/ml, usando recuento en cAmara de
neubauer.
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2.2. Acondicionamiento y bioproceso

Cinco biorreactores (figura 1) tanque aireado agitado de 1.5 L (Miranda et al., 2006), contenian 250
mL del inéculo bacteriano (1 x 108 células / mL), 180 mL de medio 9K (10X) (Yates y Holmes (1987)), 75 mL
de solucion de Fe2SO04. 7H20 (10X), 270 mL de agua destilada estéril y 230 mL de CuSOa4. 5H20 (utilizado
para los biorreactores con sulfato de cobre y para el control fue reemplazado con agua destilada estéril)
alcanzando un volumen total de 1 L. La solucion de sulfato de cobre utilizada, fue preparada a partir de una
soluciéon madre (250 g / L) alcanzando una concentracion de 880 mM de cobre (valor confirmado por
espectrofotometria de absorcion atdmica), llevando a los 4 biorreactores a una concentracion base de 200
mM de cobre, a partir de alli se adicion6 sulfato de cobre en polvo, previos calculos estequiométricos (59. 20
0, 118.50 g y 177.82 g) para alcanzar las concentraciones deseadas de 400, 600 y 800 mM de cobre. El
H2S04 se utilizé para reducir el pH hasta 1.5. Los 6 biorreactores fueron incubados a 30 °C +/- 2°C con
aireacién de 0.05 vvm, 180 rpm por 96 horas. El ensayo se realiz6 por triplicado.
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Figura 1. Biorreactor tanque aireado y agitado (Miranda et al., 2006), (A) disefio de biorreactor. (B)
Biorreactor usado para bioproceso de resistencia al cobre, donde (a) motor a 180rpm, (b) eje en el que se
encuentra adosada la turbina, (¢) manguera 0.25mm didmetro, (d) bomba de aire (0.05vvm). Biorreactor
disefiado para 1.5 L de capacidad.

2.3 Andlisis y monitoreo del bioproceso.

Cada 8 horas hasta completar 96 horas se colectaron muestras de 1.0 ml por cada biorreactor y se analiz6 el
numero total de células en camara de Neubauer (Madigan et al., 2019), se determin6 la concentracién de
cobre al inicio y al final del bioproceso mediante espectrofotometria de absorcién atémica (Allan, 1961).

Los datos del recuento celular se procesaron por andlisis de varianza con un nivel de significancia de 95% y
se determind el grado de significancia entre el consorcio sin exposicion (control) y el consorcio expuesto a
concentraciones de 200, 400, 600 y 800 mM de cobre; ademas de determinar el grado de significancia entre
el consorcio expuesto a 200, 400, 600 y 800 mM de cobre utilizando la prueba HSD de Tukey con el software
SPSSv. 15.

2.4 Reactivacion del consorcio y cultivo.

Al término del bioproceso, fueron tomados, 2.5 mL del contenido de cada biorreactor y se inoculd en un
matraz de 500 mL, conteniendo 100 mL del medio 9K-Fe (Schrader y Holmes, 1988), incubandose en
agitacion constante de 120 rpm por 18 dias a temperatura ambiente. Al término de este tiempo se
concentraron por centrifugacién a 8000 rpm, las biomasas celulares de 10 mL de cada consorcio, de estos
concentrados fueron tomados 20 pL y adicionados sobre la superficie del medio 9K — Fe / Cu 1 000 mM
/agarosa en placas de Petri siguiendo el protocolo de Yates y Holmes (1987).
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2.5 Extraccién de ADN gendmico de los microorganismos resistentes al cobre.

Un inéculo de 100 mL (1 x 108 células / mL) obtenido del biorreactor de 800 mM de cobre, al término de los
18 dias de reactivacion, se sometié al sistema de filtracion al vacio usando un filtro de 0.2 um, dicho inéculo
se lavé con 10 mL de agua HPLC libre de nucleasas a pH 2. La suspension bacteriana resultante del lavado
se coloco en tubos microtubos (1.5 ml) y se centrifug6é a 10,000 rpm por 5 minutos. Este proceso se repitio
dos veces y la biomasa bacteriana final se us6 para la extraccion del ADN total. Para ello, se utiliz el kit de
extraccion PowerSoil DNA Isolation Kit, MoBio Lac. Inc siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.6 Amplificaciéon del gen ARNr 16S.

El ADN total se us6 como templado para amplificar por PCR la regién del gen que codifica para el ARNr 16S,
para ello se utiliz6 los oligonucleétidos 27-F (5'd AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3') y el 1492-R (5'd
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') (Lane, 1991). La reaccion de PCR tuvo, 8 pL de Power Mix; 2 uL ADN
gendmico a una concentracion de 50 ng/uL. El Power Mix se formul6 por 0.5 uL Green Buffer 5X, 13.5 pL de
agua bidestilada estéril, 3.2 uL MgCl2 (50 mM), 0.6 pL de 27-F (10 mM), 0.6 pL de 1492-R (10 mM), 0.5 pL
dNTPs (10 mM); y 0.02 uL de Taq Polimerasa (2.5 U). Las condiciones del PCR fueron: una
desnaturalizacién a 95°C durante 5.00 minutos, una hibridacion a 57°C durante 45 segundos, una extension
a 72°C durante 45 segundos, lo cual se repitié durante 36 ciclos, ademas de una amplificacién final a 72 °C
durante 5 minutos para finalmente almacenarse a 4 °C. El producto de PCR fue resuelto en un gel de
agarosa al 1%, 100V por 30 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder
(Promega®) y como revelador bromuro de etidio.

2.7 PCR Multiplex para microorganismos biolixiviantes.

Se realiz6 un PCR multiplex (De Wulf-Durand et al., 1997) utilizando los oligonucleétidos 170-F (5'-
CAATCCCGCATACGTTCC-3") y 606-R (5"-AAACCGCTACGTATCGCAC-3") para detectar a Sulfobacillus
sp., ademas de 458-F (5-GGGTGCTAATAWCGCCTGCTG-3) y 1492-R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") para detectar a A. ferrooxidans. Para el PCR multiplex, se prepar6 el
master mix, conteniendo: 603 pL de agua bidestilada estéril, 50 pL MgCl (50 mM), 250 pL buffer green 5X. El
contenido del Master mix se dividié en dos microtubos de 1.5 mL de capacidad. El Mix taq contenia 250 uL
de master mix mas 7 uL de Tag ADN polimerasa. Por ultimo el power mix contenia 653 uL de master mix y
se le afiadié 25 uL de dNTPs (10 Mm), ademas de 20 uL de cada oligonucleétido. La distribucién en los
tubos de PCR fue de 18.5uL de power mix, 1.5 pL de ADN templado (50 ng/ pL) y 5.0 uL de Mix Tag.

Las condiciones del PCR multiplex fueron: Una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, una
amplificacion a 72 °C durante 1 minuto, subsecuentemente, se realizé una amplificacion final a 72 °C durante
7 minutos, para finalmente almacenarse a 4 °C. El producto de PCR fue resuelto en un gel de agarosa al 1
%, 100 V por 30 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder (Promega®).
Los geles se revelaron con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM).

3. RESULTADOS
3.1 Efecto del cobre sobre el crecimiento microbiano

En las primeras 8 horas post-inoculacion se observo una disminucion del nimero de células en los grupos
con presencia de cobre. A partir de alli, hasta el final del bioproceso, el nimero de células varié en un rango
de 7.87 x 107 hasta 6.65 x 107 (200 mM), de 6.51 x 107 hasta 5.40 x 107 (400 mM), 5.46 x 107 hasta 4.60 x
107(600 mM), 4.43 x 107 hasta 3.50 x 107 (800 mM). El grupo sin exposicion al cobre aumentd su
concentracion celular durante las 96 horas (figura 2). El analisis de varianza ANOVA permitié determinar que
existieron diferencias significativas entre el crecimiento del consorcio sin exposicién al cobre y el consorcio
expuesto a las concentraciones de 200, 400, 600 y 800 mM de cobre (P < 0.05). Para determinar si existe
diferencia significativa entre los grupos expuestos al cobre se aplicé el andlisis Tukey, determinandose que
existe diferencia entre los grupos expuestos a 200 y 400 mM de cobre con los grupos 600 y 800 mM de
cobre (p < 0,05); ademéas se determind que la velocidad especifica de crecimiento del consorcio sin
exposicion al cobre fue 1.82 x 102 h,
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Figura 2. Crecimiento de un consorcio microbiano resistente al cobre conformado por Acidithiobacillus
ferrooxidans y Sulfobacillus spp, expuesto a diferentes concentraciones de sulfato de cobre, durante 96
horas de incubacién a 30°C +/- 2°C, en medio 9K Fe a pH 1,6, en condiciones de laboratorio.

3.2 Bioproceso y andlisis microbioldgicos.

En la figura 3, se muestran las imagenes de los biorreactores en el bioproceso y las caracteristicas
morfologicas de los microorganismos durante la exposicion al cobre usando la tincién de Gram. Se observan
bacterias con forma de bacilo y cocobacilos. La mayoria de células son Gram negativas, siendo visible en los
grupos de 600 y 800 mM de cobre. Esta observacion se realizé de los cultivos propagados terminada la
experiencia.
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Figura 3. Observacion del bioproceso y andlisis microbiolégico en diferentes concentraciones de cobre.
Todos los biorreactores tanque aireado y agitado contienen medio 9K-Fe a pH 1,6 agitados a 180 RPM,
donde cada Biorreactor contiene el consorcio microbiano (A): sin cobre, (B):con 200 mM de cobre (12,7 g/
L Cu), , (C): con 400 mM de cobre (25,4 g/ L de Cu), ( D): con 600 mM de cobre (38,1 g /L de Cu),. (E):
con 800 mM de cobre (50,8 g / L de Cu). En las microfotografias de la columna derecha se observa células
bacterias tefiidas con tincion de Gram, correspondientes a cada biorrector (A-E)

3.3 Electroforesis en geles de agarosa.

En la figura 4A, se muestra la amplificacion de las secuencias del gen ARNr 16S para el dominio bacteria
(1,500 pb). Este resultado indica la presencia de microorganismos del dominio bacteria, en los cuatro grupos
del consorcio expuesto al cobre. En la figura 4B, se muestran tres bandas que corresponden a los
amplificados de los oligonucleétidos para A. ferrooxidans y Sulfobacillus spp., con pesos moleculares de
1,000 pb y 500 pb, respectivamente. En el carril 2 y 3 se detecto la presencia de A. ferrooxidans y en el carril
3 solo Sulfobacillus sp.
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1 500 pb

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, para confirmar la presencia de bacterias extremoacidofilas.
A: Productos de PCR para el dominio bacteria tefiidos con Gel red (Biotium), utilizando oligonucleétidos 27-
F, 1492-R; donde el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular 1kb; carril 2, ADN de A. ferrooxidans
(control positivo); carril 3 agua bidestilada estéril (control negativo); en los carriles 4, 5, 6 y 7 corresponden al
consorcio expuesto a 200, 400, 600 y 800 mM de cobre. B: Productos de PCR multiplex tefiidos con bromuro
de etidio, donde el carril 1 es el marcador de peso molecular 1kb; en el carril 2 y 3 se observa la
amplificacion del gen ARNr de A. ferrooxidans y en el carril 3 se observa la amplificacion de ARNr de
Sulfobacillus sp.

3.4 Resistencia extrema al cobre (1,000 mM) en microorganismos extremoacidoéfilos
En la figura 5 se muestra el cultivo in vitro del consorcio que desarroll6 en presencia de 1,000 mM de cobre
en diferentes tiempos de crecimiento. La colonia mixta de bacterias Gram positivas y Gram negativas es

convexa de color café claro y mas oscuro en el centro, de borde redondeado. Ademéas se muestra que la
morfologia celular bacteriana es preferentemente bacilar y cocobacilar.
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Figura 5. Andlisis microbioldgico del consorcio. A: Colonias resistentes a 1000 mM de cobre al cabo de 16
dias de incubacion, usando la técnica de siembra de microgota. B: vista panoramica de las colonias de color
café oscuro en el centro y naranja oscuro en el borde; ademéas se observa una zona oscura alrededor de la
colonia. C: Andlisis microscdpico del consorcio, se observan a inmersion bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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4. DISCUSION

La resistencia de los microorganismos al cobre, puede deberse a la activacion de genes especificos
mediante la regulacién positiva que ejerce el cobre, para la traduccién de proteinas transportadores como
ATPasas tipo P (Dupont et al., 2010) y proteinas relacionadas a la resistencia, nodulacion y division celular
(RND) que pueden bombear el cobre desde el citoplasma al periplasma y luego hacia espacio extracelular
(Li et al., 2015). Una caracteristica notoria del consorcio bacteriano, es que la presencia de bacterias Gram
negativas, explica uno de los mecanismos involucrados en la resistencia extrema al cobre, debido a la
presencia de una membrana externa con mayor numero de proteinas (RND) favoreciendo los sistemas de
expulsién del cobre. Este mecanismo no esta presente en la bacterias Gram positivas (Saier, 2003); ademas,
existe evidencia que las bacterias utilizan polisacaridos como medida de proteccién frente a las altas
concentraciones de metales pesados (Jachlewski et al., 2015).

La concentracion de células en el consorcio, se ve disminuida por el efecto del cobre en las primeras 8 horas
(Figura 2) y a partir de alli el consorcio comienza a mantenerse en una concentracion celular constante. Esta
accion del cobre sobre el crecimiento bacteriano fue investigada por Neciosup et al. (2015) al evaluar el
crecimiento de bacterias patégenas intrahospitalarias en superficies de acero y cobre, siendo el cobre letal
para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, bacterias que son las principales
causantes de infecciones intrahospitalarias y generalmente resistentes a antibidticos. Sin embargo las
bacterias presentes en el consorcio crecen en ambientes acidos con presencia de metales pesados y tienen
mecanismos moleculares intrinsecos de resistencia que le permiten tolerar y mantenerse viables a pesar del
estrés oxidativo que sufre la membrana celular, las proteinas y el &cido nucleico (San Miguel y Martin, 2009;
Castillo et al., 2017).

La velocidad de crecimiento del consorcio sin exposicion al cobre (1.82 x 102 h'1) en relacién a la experiencia
de Cabrera et al. (2005) fue menor tanto para el cultivo puro de Thiobacillus ferroxidans (8.6 x 10-2 células/
mL) y el cultivo mixto de Thiobacillus ferrooxidans e Acidiphilum sp (8.7 x 102 células/mL). Esta diferencia
podria deberse a que nuestro trabajo utiliz6 5 veces mayor volumen que la realizada por Cabrera et al.
(2005) y que la toma de muestra en el biorreactor (1 L) podria no ser homogénea siendo una debilidad de la
técnica de recuento celular usando la camara de Neubauer, con volimenes a mayor escala. Ademas este
autor sefiala que la velocidad de crecimiento en presencia de cobre con una sola especie (Thiobacillus
ferrooxidans) se ve mas afectada que cuando se encuentra asociada (Thiobacillus ferrooxidans vy
Acidiphilium sp), por lo que la resistencia a mayores concentraciones de cobre estaria asociada a los
mecanismos de interaccién entre los integrantes del consorcio y seria una de las explicaciones por las
cuales el consorcio es resistente a 800 mM de cobre en biorreactor de 1 L y a 1000 mM de cobre in vitro.
Con relacion a los grupos expuestos al cobre, existe un descenso en el nimero de células de forma gradual,
sin embargo, se evidencia la resistencia del consorcio al mantener un nimero elevado de células durante 96
horas de bioproceso.

Después de reactivar el consorcio, se observaron microorganismos con morfologia bacilar y cocobacilar,
luego se realiz6 una tincion de Gram observandose presencia de bacterias Gram negativas en mayor
proporcién (figura 3). El analisis de PCR para el ARNr 16S especifico para el dominio bacteria, es positivo en
todos los grupos expuestos al cobre (figura 4), por ese motivo se afirma que todas las bacterias presentes en
el consorcio en la etapa de reactivacion, son resistentes a las diferentes concentraciones de cobre
expuestas; ademas, en la figura 5, se muestra el resultado de la electroforesis de los productos de PCR
multiplex detectando la presencia de, A. ferrooxidans y Sulfobacillus sp.

Estos resultados toman mayor solidez al enfocarse en A. ferrooxidans, la bacteria mas estudiada en
biomineria ya que presenta por lo menos 10 genes relacionados con la homeostasis del cobre (Nies et al.,
2003); ademas, la fase de latencia encontrada en nuestro trabajo (figura 2), puede ser explicada por la
experiencia de Natarajan et al. (1994), cuando expuso a A. ferrooxidans a 314 mM de cobre, sefialandose
que las células podrian realizar algunos reajustes de material celular asociada con la membrana celular; sin
embargo es preciso sefalar que A. ferrooxidans adquiere resistencia cuando es expuesta consecutivamente
al cobre (Navarro, 2009).

Segun la literatura se conoce que el género Sulfobacillus tiene una especie S. thermosulfidooxidans que

presenta resistencia al cobre hasta 786 mM (Watkin et al., 2009); sin embargo en esta investigacion la cepa
Sulfobacillus spp., presente en el consorcio es resistente hasta 1000 mM de cobre. Dentro de las especies
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de este género estan S. thermosulfidooxidans, que es mas activa a la oxidacion de del Fe*? y de sulfuros
minerales, en comparacién con S. acidophilus, que es mas eficiente con la oxidacion del azufre (Rodriguez et
al., 2001), bajo esta perspectiva habrian pocas posibilidades que la especie de Sulfobacillus presente en el
consorcio sea justamente ésta Ultima. Cabe indicar que Demergasso et al. (2005), sefialé6 que estas dos
bacterias forman parte de la diversidad microbiana que se encuentran en la naturaleza en diferentes etapas
de los procesos de biolixiviacion, sumado a su alta resistencia al cobre hace que sea muy probable
identificarlos luego de nuestra experiencia. Por lo tanto uno de los aportes de nuestro trabajo es confirmar
que las bacterias A. ferrooxidans y Sulfobacillus spp., son resistentes al cobre entre 800 a 1,000 mM (figuras
4y 5).

Se demostr6é que el PCR multiplex puede ser utilizado para la deteccion de microorganismos biolixiviantes,
que generalmente se encuentran en medios extremos como aguas acidas, relaves mineros, con elevadas
concentraciones de metales pesados y también sefialar que en el proceso de evaluacién de este consorcio
las bacterias estuvieron en soluciones elevadas de cobre, por ese motivo la técnica de PCR multiplex y el
proceso de purificar ADN bacteriano libre de cobre para el PCR es reproducible para ser usada con
microorganismos extremoacidoéfilos (Figura 4). Por tanto, la técnica de PCR multiplex en esta investigacién
debe ser aplicada como indicador de la presencia de bacterias resistentes al cobre, lo cual constituye una
herramienta importante para evaluar bioprocesos en la industria minera, ambientes extremos como pasivos
ambientales, drenajes acidos asi como durante los procesos de biolixiviacién.

La generacién de un cultivo mixto en medio 9K con hierro y cobre al 1,000 mM, en estado solido, brinda un
modelo para la deteccién, comparacién y estudio de consorcios microbianos biolixiviantes resistentes al
cobre, asi como para el estudio in situ de las relaciones ecoldgicas entre dos 0 mas procariotas frente a
metales pesados. Una aplicacién biotecnoldgica que surge como consecuencia de este cultivo mixto en
estado sélido es la obtencion de biomasa con caracteristicas de resistencia al cobre y con metabolismo
activo del hierro para su aplicaciéon en tareas de biolixiviacion. La ventaja de tener un cultivo en estado sélido
es que se evita la formulacion y preparacion de grandes cantidades de medio liquido, reduciéndose los
costos de insumos como agua, acido sulfdrico, hierro y otras sales, asi como, los costos de energia para el
suministro de oxigeno y el mantenimiento de la temperatura, teniendo como consecuencia las reduccion de
los espacios utiles en el laboratorio y los costos de biomasa (til.

Para finalizar esta investigacién, se demostr6 que los integrantes del consorcio conformado por A.
ferrooxidans y Sulfobacillus sp, pueden permanecer viables a concentraciones de 800 mM de cobre en
biorreactor de 1 L y 1,000 mM de cobre en medio de cultivo sélido, estos resultados nos permiten generar un
modelo para el aprovechamiento de biotecnolégico sobre estos microorganismos y poder seleccionar
bacterias de acuerdo a su resistencia al cobre (figura 6). Ademas al contar con un grupo de bacterias
adaptadas a elevadas concentraciones de cobre, se desprende su aprovechamiento a gran escala; es decir,
su utilizacion en grandes volumenes para el riego constante de soluciones acidas en las pilas de
biolixiviacion, lograndose recuperar estos microorganismos a partir de las soluciones de PLS y Refino para
luego volverlos a propagar de forma constante (figura 7).
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Figura 7. Modelo de Biolixiviacion ciclica en pilas usando bacterias altamente resistentes
al cobre

5. CONCLUSIONES

El consorcio conformado por A. ferrooxidans y Sulfobacillus sp, es resistente a altas concentraciones de
cobre (1,000 mM) y constituye un modelo para estudios de alta resistencia al cobre puesto que puede ser
usado en procesos de biolixiviacion con contenidos superiores a 1000 mM de cobre, ademas se determina
gue estas especies pueden ser un bioindicador de altas concentraciones de cobre en drenajes acidos de
minas, PLS y relaves en operaciones industriales mineras donde se procese minerales sulfuros de cobre.
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