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Moreno Perlin Tonatiuh (2014). Enriguecimiento de comunidades sulfato
reductoras degradadoras de acetato en condiciones acidas. Tesis de
Maestria. Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica.
México.

Resumen

El drenaje acido de mina (DAM) es un flujo de agua proveniente de jales mineros, que se
caracteriza por presentar pH acido y altas concentraciones de sulfatos y metales. Debido
a sus caracteristicas fisicoquimicas, el DAM es una amenaza para el ambiente y requiere
ser tratado de una manera adecuada. Para su tratamiento, se pueden emplear reactores
sulfato reductores. En estos procesos, las bacterias sulfato reductoras (BSR) aprovechan
el sulfato y lo reducen a sulfuro, el cual es empleado para precipitar los metales presentes
en el medio. El desarrollo de esta tecnologia tiene dos limitantes: baja eficiencia en pH
acido y la acumulacioén de acetato. Ambas limitantes se deben a caracteristicas propias de
las BSR, por lo que se ha propuesto emplear comunidades sulfato reductoras en lugar de
cepas puras. El objetivo de este trabajo fue establecer si es posible enriquecer
comunidades sulfato reductoras que sean capaces de degradar acetato y desarrollarse en
condiciones acidas, empleando muestras ambientales como in6culo. Ademas, se intentd
determinar la estructura de dichas comunidades mediante técnicas de biologia molecular.

Con este fin, se realizaron enriquecimientos empleando como inéculo un sedimento con
un historial de exposicién a DAM. En los enriquecimientos se examinaron los efectos de
tres donadores de electrones: acetato, lactato y glicerol, los cuales fueron empleados en
tres diferentes niveles de acidez, pH: 3, 4 y 5. Por ltimo, se evaluaron dos técnicas de
cultivo para enriquecimientos a pH = 3: aclimatacién y presion selectiva. Para determinar
el desempefio de la comunidad, se llevd a cabo un seguimiento de la produccion de
sulfuro y del consumo de acetato a lo largo del tiempo. Para determinar la estructura de
las comunidades presentes en los enriquecimientos se empled la técnica de PCR/T-
RFLP.

El desempefio de los enriguecimientos resulté estar estrechamente relacionado con el pH
inicial, el donador de electrones y la técnica de cultivo. En los experimentos de presion
selectiva, el glicerol resultd ser un sustrato adecuado para la sulfato reduccion a los tres
niveles de acidez, aunque favorecié la acumulacion de acetato. En cambio, se observo
inhibicién del crecimiento cuando se empled acetato (tratamientos con pH >5) y lactato
(tratamientos con pH >4) como donadores de electrones.

En los enriguecimientos aclimatados, se observé sulfato reduccion a pH = 3, tanto con
acetato como con lactato. Por su parte, el empleo de glicerol favorecié otros procesos
metabdlicos en lugar de la sulfato reduccién. No se pudieron obtener productos de
amplificacion de ADN de todas las muestras por lo que fue imposible realizar un analisis
molecular adecuado de las comunidades en cada tratamiento.

En este trabajo se demostré la viabilidad de obtener enriquecimientos de comunidades
sulfato reductoras capaces de degradar acetato a condiciones de pH = 3, mediante un
proceso de aclimatacion al pH y con acetato como Unico donador de electrones, lo cual no
ha sido reportado en la literatura y puede tener aplicaciones en las tecnologias para la
bio-remediacion de efluentes de la industria minera.
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Moreno Perlin Tonatiuh (2014 Enrichment of an acetate-consuming, sulfate-
reducing community under acidic conditions. Master thesis. Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica 'y Tecnol6gica. México.

Abstract

The acid mine drainage (AMD) is the outflow of acidic water from mine tailings. It can
reach extremely low pH values and usually contains elevated concentrations of heavy
metals and sulfate. Therefore, acid mine drainages can be very recalcitrant and toxic, and
should be treated appropriately. Recently, several efforts have been made to develop
sulfate reduction-based processes in order to treat AMD. Sulfate reduction processes rely
on the metabolic activities of sulfate-reducing bacteria (SRB), which are responsible for the
sulfide production. The sulfide produced is used to precipitate the metals present in the
AMD. The main limitations observed in sulfate-reducing processes are the acetate
accumulation and the inhibition of SRB at low pH. Both limitations are related to the
metabolism of SRB. Therefore, it has been proposed the use of sulfate reducing
communities from naturally acidic environments to overcome these limitations. The
objective of this work was to obtain acetate consuming-sulfate reducing communities at
low pH, using environmental samples as inoculum.

In order to achieve this goal, microbial cultures were enriched from sediments of a water
curse generated from the tailings of an abandoned sulfur mine. The composition of the
media was based on the minimum sulfate reduction medium. Enrichments were performed
employing three electron donors (acetate, lactate or glycerol), and two cultivation
strategies (acclimation or selection) during 90 days. Selective pressure enrichments were
performed at three acidity levels (pH = 3, 4 and 5). Acclimated enrichments were
developed as follows: samples were first incubated at pH 5 during 50 days and then at pH
4 for another 50 days. Finally samples were incubated at pH 3 for 90 days. At every
change of pH, the medium was removed by decantation and fresh medium at the desired
pH was added to the bottles. All microcosms were made by quintuplicates and sampled
every 10 days to measure pH, sulfide production and acetate consumption in order to
evaluate the performances of the enrichments. T-RFLP analyses were conducted to
stablish the microbial communities’ structure present in the enrichments.

The results showed that the performance of the microbial communities was closely related
to the initial pH, electron donor, and cultivation technique employed during the enrichment
process. In the selective pressure treatments, glycerol demonstrated to be an option for
sulfate reduction at acidic pH. Nevertheless, glycerol promoted the accumulation of
acetate, which resulted in low efficiencies of the process. Whereas, acclimation resulted to
be a promising option to achieve acetate consuming-sulfate reducing communities at pH =
3.

In this work we obtained enrichments able to produce up to 60% of the theoretical
maximum sulfide expected using acetate as the sole electron donor. Such consortia have
never been previously reported and are a very promising finding in order to remediate
AMD.
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1. Introduccioén

El aumento de las actividades humanas ha propiciado cambios significativos en
los ciclos biogeoquimicos de la Tierra; dichos cambios conllevan desbalances en
el flujo de materia y energia a lo largo de los ecosistemas, lo que produce severos
problemas ambientales. Uno de los ciclos biogeoquimicos afectado por la
actividad antropogénica es el ciclo del azufre. Las alteraciones de este ciclo tienen
varios efectos dafinos, los mas destacados son la formacion de lluvia acida y del
drenaje 4cido de mina (Lens y Kuenen, 2001).

El drenaje acido de mina es un flujo de agua acida que se produce en
algunos jales mineros como resultado del contacto de ciertos minerales con
factores ambientales como la lluvia. Generalmente, este flujo es altamente toxico
debido a que presenta un pH extremadamente bajo, ademas de altas
concentraciones de sulfato y de metales pesados. El tratamiento del drenaje acido
de minas es de gran relevancia ambiental, ya que se trata de una amenaza a la
vida de la mayoria de los animales y plantas que pudieran entrar en contacto con
su flujo (Hudson-Edwards et al., 2011).

Comunmente, se emplean tratamientos fisicoquimicos para tratar el drenaje
acido de mina; estos procesos poseen dos principales desventajas: la primera, es
gue se requiere de instalaciones grandes y costosas; la segunda, es que se
produce un residuo en el cual se concentran los toxicos que fueron removidos del
agua. Dicho residuo es inestable y toxico, por lo que es necesario un manejo
especial para poder ser desechado de manera adecuada (Johnson y Hallberg,
2005).

En la actualidad, se buscan alternativas al tratamiento tradicional del
drenaje acido de minas. Una de estas alternativas es el empleo de biotecnologias
relacionadas con la sulfato reduccion. Dichas tecnologias se basan en el
metabolismo de los organismos sulfato reductores, los cuales son capaces de
metabolizar el sulfato presente en el medio y convertirlo en sulfuro. El sulfuro es

un compuesto muy reactivo que tiene particular afinidad por los metales, con los



cuales forma precipitados metalicos. En las tecnologias sulfato reductoras se
busca obtener ventaja de estas reacciones, de tal forma que se favorece la
produccion de sulfuro para que éste precipite los metales presentes en el agua.
Mediante estos procesos, se eliminan dl flujo tanto el sulfato, como los metales,
ademas de que se neutraliza el pH (Tchobanoglous et al., 2003).

La principal limitante para el empleo de la sulfato reduccion es la
acumulacion de acetato en el efluente, o que ocasiona una baja eficiencia en el
proceso (Lens etal.,, 1998). Para el caso particular del tratamiento del drenaje
acido de mina, el pH es otra limitante, debido a que practicamente todos los
organismos sulfato reductores conocidos son neutrdfilos, por lo que no pueden
desarrollarse de manera adecuada en ambientes acidos (Hamilton, 1998).

Es importante destacar que ambas limitantes son intrinsecas a los
organismos sulfato reductores conocidos, por ello en este trabajo se ha propuesto
trabajar con comunidades sulfato reductoras. Las comunidades sulfato reductoras
son aquellas que llevan a cabo la produccion de sulfuro de manera preferencial,
aunque pueden contener poblaciones de organismos que no son sulfato
reductores, por ejemplo bacterias fermentadoras o arqueas metanogénicas. Los
organismos no sulfato reductores suelen interactuar con las bacterias sulfato
reductoras mediante el intercambio de sustratos clave, a través de relaciones
sintroficas. En las comunidades sulfato reductoras se aprovecha la diversidad
metabdlica de diferentes tipos de microorganismos para realizar los procesos de
sulfato reduccion en condiciones adversas (Koschorreck, 2008).

Cuando se trabaja con comunidades que poseen microorganismos que no
son sulfato reductores, las condiciones ambientales son un factor clave para
propiciar la sulfato reduccion; ya que el ambiente modifica las respuestas
metabodlicas de los organismos y sus interacciones con otros miembros de la
comunidad (Kato y Watanabe, 2010).

En el presente trabajo se buscd analizar el comportamiento de una
comunidad sulfato reductora, proveniente de un sedimento expuesto a drenaje
acido de mina, al ser sometida a diferentes condiciones ambientales de acidez y

empleando diferentes sustratos como donadores de electrones. Se evalud el



consumo de acetato y produccion de sulfuro como parametros indicativos del
desempefio de las comunidades y se buscd analizar, mediante técnicas de
biologia molecular, el cambio en la estructura de la comunidad al final del proceso
de adecuacion a las diferentes condiciones ambientales impuestas. Este tipo de
conocimiento es relevante para el desarrollo de las tecnologias sulfato reductoras

en general y para el tratamiento del drenaje acido en particular.



2. Antecedentes

2.1 Ciclo del Azufre

El ciclo de azufre es un conjunto de procesos biologicos, fisicos y quimicos
mediante los cuales el azufre se mueve a través de los componentes bioticos y
abidticos de los ecosistemas.

En la Figura 2.1 se presentan los procesos microbiol6gicos que intervienen
en este ciclo, se puede observar que los microorganismos cambian la

disponibilidad del azufre en el medio al cambiar su estado de oxidacion.

compuestos

organicos de
azufre

sulfato reduccién proceso d_e'
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Figura 2.1. Principales procesos microbiol6gicos dentro del ciclo del azufre
(modificado de Lens y Kuenen, 2001).



Dentro del ciclo del azufre se distinguen dos tipos principales de procesos
microbiolégicos: los asimilativos y los no asimilativos (Fig. 2.1). En los asimilativos,
el azufre pasa a formar parte de los componentes celulares de los organismos; en
cambio, en los no asimilativos, el azufre no se incorpora al material celular ya que
es empleado como un donador o aceptor de electrones durante el metabolismo de
algunos procariontes con el fin de obtener energia. Por ello, en los procesos no
asimilativos, el azufre es liberado al ambiente con un estado de oxidacion diferente
al del inicio del proceso. Los compuestos de azufre que pueden ser empleados por
los procariontes son varios, entre los cuales destacan: sulfato, sulfito, tiosulfatos, y
azufre elemental. Cada compuesto requiere de procesos metabdlicos especificos
para su utilizacion, por lo que diferentes microorganismos se pueden diferenciar
dependiendo del sustrato que empleen y del proceso que lleven a cabo, ya sea de
reduccion (bacterias sulfato reductoras) o de oxidacion (bacterias sulfuro
oxidantes) (Lens y Kuenen, 2001; Rabus et al., 2006).

Durante los ultimos dos siglos, las actividades humanas como la mineria, la
agricultura y la industria han ocasionado serios desbalances en el ciclo del azufre,
lo cual ha propiciado diferentes tipos de contaminacion. Las formas de
contaminacion mas sobresalientes son la lluvia acida y el drenaje acido de mina
(Lens y Kuenen, 2001).

2.1.1 Drenaje Acido de Mina

El drenaje acido de mina (DAM) es un flujo de agua proveniente de minas o de
jales mineros que es generado por la oxidacion acelerada de la pirita (FeS;) u otro
mineral azufrado. Este proceso ocurre por la exposicion de estos minerales a la
intemperie, lo que ocasiona que el oxigeno y/o el agua oxiden al azufre a una tasa
mayor de lo que se reduce, promoviendo la movilizacion del azufre y de los
metales que formaban parte del mineral. EIl DAM se caracteriza por poseer un alto
nivel de acidez (pH<5.6), elevadas concentraciones de sulfatos, de metales

(principalmente hierro, aluminio y manganeso) y de algunos metaloides (arsénico



por ejemplo) (Johnson y Hallberg, 2005; Anexo 1). Estas caracteristicas hacen que
el DAM sea recalcitrante y muy toxico.

Por ejemplo, el DAM mas acido que se ha reportado proviene de una mina
en California, Estados Unidos, en la cual el agua alcanza un pH de -3.6, la
concentracion total de metales disueltos es de 200g/L y la de sulfato de 760 g/L
(Nordstrom et al., 2000). EI DAM tiene efectos negativos en miles de kildmetros
de cursos de agua a lo largo de todo el planeta Tierra, afectando a la vida acuatica
y terrestre circundante, por lo cual se le ha llegado a considerar como el problema
ambiental mas grande que enfrenta la industria minera (Hudson-Edwards et al.,
2011).

2.1.2 Tratamiento del Drenaje Acido de Minas
Existen diferentes métodos para el tratamiento del DAM, los cuales pueden
separarse de acuerdo a su naturaleza: fisicoquimicos o bioldgicos, y a la energia

gue requieren para llevarse a cabo: pasivos o activos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Métodos para el tratamiento del drenaje acido de mina (modificado de
Johnson y Hallberg, 2005).

Fundamento Energia Ejemplo
o o Pasivos Drenajes de cal anéxicos
Fisicoquimico Activos Aireacion y neutralizacion
o Pasivos Humedales, barreras permeables
Bioldgico . . Al
Activos Biorreactores sulfurogénicos

El método de tratamiento de DAM mas utilizado es el proceso fisicoquimico
activo de neutralizacion y precipitacion; dicho proceso varia en su costo y
efectividad de acuerdo a los reactivos empleados, por lo general se le considera

un proceso costoso. Ademas, tiene la gran desventaja de que genera un residuo



gue es de dificil manejo y que debe de ser desechado de manera adecuada (Lens
et al., 1998).

Una tecnologia que representa un enfoque radicalmente diferente a las
tecnologias tradicionales es el empleo de reactores sulfato reductores para el
tratamiento del DAM. Este tipo de proceso tiene tres ventajas sobre los
tratamientos tradicionales: su desempefio es mas predecible y controlable, permite
la recuperacion de los metales del DAM y se elimina el sulfato del medio (Johnson
y Hallberg, 2005).

2.2 Tecnologias Basadas en la Sulfato Reduccion

Los reactores sulfato reductores o sulfurogénicos conforman un tipo de proceso
biotecnologico que toma ventaja del metabolismo de las bacterias sulfato
reductoras (BSR) para eliminar los metales y el sulfato del medio. En estos
procesos, los microorganismos emplean al sulfato como aceptor final de
electrones, al reaccionar con algun donador de electrones (CH,O o H))
produciendo sulfuro (Reaccién 1). El sulfuro reacciona con los metales (M?")
presentes en el medio y propicia la formacion de sulfuros metalicos, los cuales son
precipitados insolubles en el medio y pueden ser facilmente removidos (Reaccién
2) (Tchobanoglous et al., 2003).

2CH,0 + S0;~ —» H,S+ 2HCO3 Reaccion 1
H,S + M** - MS) + 2H* Reaccion 2

Los procesos biotecnoldgicos sulfurogénicos dependen completamente de

la actividad metabdlica de las BSR y de su capacidad para producir el sulfuro.



2.3 Bacterias Sulfato Reductoras

Las bacterias sulfato reductoras son un gremio muy diverso de procariontes que
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y, a pesar de su nombre,
incluyen tanto a organismos del dominio Archaea como del Bacteria. Las BSR son
anaerobios estrictos y su principal caracteristica es que obtienen energia para su
catabolismo acoplando la oxidacion de compuestos organicos (CH,O) o hidrégeno
(H») a la reduccién del sulfato (SO4%) a sulfuro (H.S, HS) (Rabus et al., 2006).

Las BSR se distribuyen a lo largo de tres grandes ramas del reino
Eubacteria: delta proteobacterias, gram positivas y la rama conformada por
Thermodesulfobacterium y Thermodesulfovibrio. Ademéas, se encuentran
representadas en el reino Archea por el género Archeoglobus (Rabus et al., 2006).
En la Tabla 2.2 se muestra la clasificacibn méas frecuente de las BSR, los géneros

representativos y algunas caracteristicas fisiologicas relevantes para este estudio.

Tabla 2.2. Clasificacion filogenética de las bacterias sulfato reductoras y algunas
de sus caracteristicas de interés (modificada de Castro et al., 2000).

Oxidacioén

Géneros Temperatura
representativos de optima (°C)
acetato
Desulfobulbus No 25-40
Desulfomicrobium No 25-40
Desulfomonas No 30-40
. Desulfovibrio No 25-40
Mesofilicas Gram Desulfobacter Si 20-33
Negativas Desulfobacterium Si 20-35
Desulfococcus Si 28-35
Desulfomonile Si 37
Desulfonema Si 28-32
Desulfosarcina Si 33
Gram positivas Desulfotomaculum Si/No 25-40, 40-65
formadoras de esporas  Desulfosporosinus No 30-37
Bacterias termofilicas Thermodesulfobacterium No 65-70
Thermodesulfovibrio No 65




Las BSR suelen ser clasificadas en base a su capacidad para mineralizar
completamente la fuente de carbono; por lo que se clasifican como BSR
completas a aquellas que producen CO, como unico producto final de la oxidacion
de la materia y BSR incompletas a las que producen CO, y acetato (Liamleam y
Annachhatre, 2007). En otras palabras, las BSR completas son capaces de oxidar
acetato y las incompletas no.

La incapacidad de las BSR para degradar el acetato se debe a las
limitaciones energéticas que presenta la oxidacion de acetato al ser acoplada a la
reduccion del sulfato. Como se puede observar en la Tabla 2.3, este proceso
genera muy poca energia, por lo que no es viable que los microorganismos lleven
a cabo el ciclo de los acidos tricarboxilicos por completo en un proceso
exergonico; aquellas BSR que son capaces de mineralizar el acetato poseen
modificaciones en dicho ciclo lo que les permite llevar a cabo la mineralizacién

completa del sustrato y obtener energia en el proceso (Hamilton, 1998).

Tabla 2.3. Reacciones de oxidacion mediante sulfato reduccion de acetato, lactato
y glicerol y la energia libre de Gibbs asociada (Liamleam y Annachhatre, 2007;
Kimura et al., 2006; Rittmann y McCarty, 2001).

Sustrato Reaccién AG’°
Acetato CHy;COOH + SO~ — HCO; +HS™ + HyCO4 -39.5 kJ/mol
CH;CHOHCOOH + 0.5 H,S0, )
Lactato — CH;COOH + CO, + 0.5 H,S + H,0 34.2 kJ/mol
Giicerol  CaHs0s +0.75 502~ + 1.5 H* -202.0
— CH,COOH + CO, + 0.75 H,S + 2 H,0 kJ/mol

Las BSR emplean como sustratos compuestos organicos de bajo peso
molecular y altamente reducidos como los &cidos grasos volatiles (AGV),
alcoholes, compuestos aromaticos polares e incluso hidrocarburos. Entre los
sustratos tipicos para sulfato reduccion se encuentran lactato, acetato, etanol,

propionato e hidrégeno (Liamleam y Annachhatre, 2007).



En la naturaleza, las BSR forman parte importante de diversos ambientes
anaerobios, principalmente en los sedimentos de los cuerpos de agua. En estos
sitios, sus actividades contribuyen al ciclo del azufre y a la mineralizacion de la
materia organica, contribuyendo de manera significativa en los ultimos pasos del
ciclo del carbono. Estudios ecoldgicos han reportado que casi 50% de la materia
organica mineralizada en los sedimentos marinos corresponde a la actividad de
BSR (Jgrgensen, 1982).

2.4 Comunidades de BSR

Como ya se ha mencionado, la sulfato reduccién es un proceso que tiene
relevancia en las ultimas etapas de la degradacién de la materia orgénica. Esto
tiene lugar, en parte, porque el empleo de un donador de electrones externo
permite aprovechar subproductos finales desechados por otros microorganismos,
que estan altamente reducidos o son de cadena muy corta (Rabus et al., 2006).
No obstante, en ausencia de sulfato las BSR pueden desarrollar otros tipos de
metabolismo. Por ejemplo, se ha reportado que las BSR pueden crecer en
ambientes marinos carentes de sulfato mediante la fermentacion de acidos
organicos y alcoholes o estableciendo relaciones sintréficas con organismos
metanogénicos. Una relacion sintrofica es aquella en la cual organismos diferentes
unen sus metabolismos para degradar un compuesto que no podria degradar
ninguno de ellos por separado. En este caso, las BSR emplean al H, como
aceptor final de electrones favoreciendo la formacién de metano y acetato por
bacterias metanogénicas y acetogénicas (Plugge et al., 2011) .

Las interacciones que ocurren entre las BSR y otros gremios durante la
digestién anaerobia han sido ampliamente estudiada en reactores anaerobios. En
la Figura 2.2 se observa un diagrama de los intermediarios clave en las ultimas
etapas de la digestion anaerobia y los procesos metabdlicos que intervienen en su

degradacion, ademas de la sulfato reduccion.
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Figura 2.2. Procesos microbiolégicos durante la degradacion de la materia en
reactores anaerobios (modificado de Lens et al., 1998).

EmEN IEEEN

En los reactores anaerobios, los procesos metabdlicos que se llevan a cabo

durante la degradacién de la materia dependen de diferentes factores; pero para el

caso de los reactores sulfurogénicos, la disponibilidad del sulfato es esencial. Se

ha demostrado empiricamente que la relacion entre el sulfato y la materia

organica, medida como demanda quimica de oxigeno (DQO), debe de ser mayor a

1.6, para favorecer al proceso de la sulfato reduccion; de lo contrario ocurren de

manera preferente otros procesos, particularmente el de metanogénesis. En

condiciones 6ptimas, las cinéticas de crecimiento de las BSR son mas rapidas que
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las de las bacterias metanogénicas, por lo que las BSR aventajan a las
metanogénicas en el consumo de sustratos comunes como acetato, hidrogeno y
formiato, pero para ello deben de disponer del sulfato necesario (Lens et al.,
1998).

Ademas de la disponibilidad de sulfato, existen otros factores ambientales,
que juegan un papel relevante durante el desempefio de la sulfato reduccién en
los reactores sulfurogénicos como el pH y la temperatura. Por otra parte, otros
aspectos que no se relacionan con las condiciones ambientales y que son de
relevancia para el proceso sulfato reductor son: la estructura de la comunidad, las
abundancias relativas de las bacterias y las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias (Giloteaux et al., 2012; Koschorreck, 2008; Oude Elferink et al., 1994).

2.5 Atributos de las Comunidades

Existen diferentes atributos que definen la estructura de una comunidad, uno de
ellos, y de gran relevancia, es la rigueza. La riqueza es el nUmero de especies
diferentes que estan presentes en una comunidad en un momento determinado
(Lozupone y Knight, 2008). Ademas de la riqueza, la equidad es otro atributo que
es de gran utilidad para describir a una comunidad. La equidad describe la manera
en que se distribuyen los individuos entre las especies que constituyen a la
comunidad (Lozupone y Knight, 2008). Se esperan mayores valores de equidad si
los individuos se distribuyen equitativamente entre las diferentes especies de la
comunidad; en cambio, cuando una o algunas especies se encuentran sobre
representadas entre los individuos, la equidad disminuye (Smith y Wilson, 1996;
Tuomisto, 2012).

La riqueza y la equidad son los componentes clave de las medidas de la
diversidad de una comunidad, por lo que el incremento en cualquiera de las dos

conlleva un aumento en la diversidad de la misma (Stirling y Wilsey, 2001).
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La diversidad es un atributo clave de una comunidad, ya que se relaciona
con su estabilidad, su productividad y su estructura (Stirling y Wilsey, 2001). Pero
las relaciones que existen entre la diversidad de una comunidad y su productividad
no son del todo claras y existen diferentes hipoétesis al respecto, pero la evidencia
parece indicar que esta relacion depende del sistema que se estudia (Giller y
O’Donovan, 2002).

En comunidades altamente competitivas, como es el caso de los reactores
anaerobios, se ha sugerido que la relacion entre diversidad y funcionamiento es
positiva, debido a que es mas probable que las comunidades mas diversas
posean a una especie clave que pueda desempefiar una funcién que ninguna otra
pueda realizar o llevar a cabo funciones comunes pero a tasas excepcionales
(Giller y O’Donovan, 2002). También es posible que una elevada diversidad
aumente la posibilidad de incluir especies clave que faciliten la funcion de otras
mediante interacciones positivas como el sintrofismo (Mulder et al., 2001).

Por dltimo, se debe tomar en cuenta que la diversidad promueve la
redundancia; lo cual evita que desaparezcan funciones dentro del ecosistema ya
que si una poblacién particular desaparece es mas probable que alguna otra
poblacion pueda llevar a cabo la misma funcién. En este caso en particular, cabe
destacar que si bien, la diversidad promueve la estabilidad de la comunidad en
general, al mismo tiempo disminuye la estabilidad temporal de las poblaciones

pertenecientes a los mismos grupos funcionales (Lehman y Tilman, 2000).

2.6 Ecologia Microbiana

El impacto de la diversidad en el funcionamiento de las comunidades es un tema
qgue ha sido ampliamente estudiado en la ecologia; sin embargo, el conocimiento
derivado de estos estudios no ha permeado en el desarrollo de procesos
biotecnoldgicos. La relevancia de las ciencias ecolégicas para la biotecnologia
ambiental recae en el hecho de que el desempefio de los reactores (procesos
biotecnolégicos) puede ser analizado de manera analoga en que se analiza el
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funcionamiento de un ecosistema determinado. De tal manera, se puede proponer
desempeiio de un reactor u otro sistema, es una consecuencia directa del
desempeiio de la comunidad presente al interactuar con las condiciones
ambientales a las cuales es sometida (Rittmann et al., 2006).

Por ello, el uso de los conceptos derivados de la ecologia para el desarrollo
de hipétesis en la investigacion de bioingieneria proporcionaria un marco teérico
mas amplio y solido para analizar los fendmenos que se observan en los
reactores. La metafora de la caja negra es muy apropiada en este caso. El empleo
de un marco tedrico apropiado y con la ayuda de las herramientas adecuadas,
podria traer luz a la caja negra que son los procesos microbiologicos,
ayudandonos a resolver sus misterios (Zarraonaindia et al., 2013).

Pero, mas alla de “iluminar la caja negra”, llegar a un entendimiento sélido
del funcionamiento de estos sistemas nos podria indicar el camino para
manipularlo y lograr que cubra nuestras necesidades (Rittmann et al., 2006).

El primer paso para poder estudiar la ecologia microbiana de reactores, es
la identificacion de los organismos presentes en una comunidad. Esta labor se ha
desarrollado gracias a las técnicas de biologia molecular, las cuales permiten no
solo identificar, sino cuantificar e incluso analizar la ubicacion espacio-temporal de
los microorganismos que estan presentes en las comunidades en un momento
determinado (Roéling et al., 2010).

2.6.1 Herramientas Moleculares

Al estudio de varios genomas a la vez se le denomina “metagendémica”, y su
desarrollo ha sido de gran utilidad para la ecologia microbiana. La ecologia
microbiana ha sufrido dos grandes revoluciones en las dltimas cuatro décadas
gracias a la metagendémica: la primera, cuando se inicié el empleo del gen 16S
rDNA como un parametro para detectar y diferenciar las unidades taxonémicas
gue conforman a las comunidades (Olsen et al., 1986). La segunda ocurrié cuando

surgieron las técnicas de secuenciacion masiva, las cuales permitieron analizar de
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manera rapida y a bajo costo una gran cantidad de secuencias al mismo tiempo;
aumentando la cantidad de informacion que se puede recolectar para un estudio
de una manera nunca antes pensada (Tyson et al., 2004).

Entre las técnicas metagendémicas de mayor utilidad para la ecologia
microbiana se encuentran las técnicas de “fingerprinting”, éstas se basan en una
caracteristica que es general para todos los organismos pero que difiere de
manera significativa entre los diferentes grupos taxondmicos. De tal manera que
se puede emplear como una “huella digital” para diferenciar entre diferentes
organismos dentro de las comunidades.

Las técnicas de fingerprinting mas usadas son aquellas que se basan en el
gen 16S rDNA; este gen es el responsable de codificar la subunidad pequefia del
ribosoma por lo que es ubicuo en los procariontes. No obstante, posee regiones
denominadas hipervariables que son distinguibles entre las diferentes unidades
taxondmicas, por lo que es Util para identificar a microorganismos procariontes con
una gran resolucién (Weisburg et al., 1991).

En el proceso de fingerprinting primero se obtienen muchas copias del gen
16S rDNA proveniente de todos los organismos presentes en la comunidad y
posteriormente se emplean métodos adecuados para distinguir entre las diferentes
secuencias de dichos genes, tedéricamente, cada secuencia del gen 16S rDNA
corresponde a una unidad taxondémica operacional (OTU) diferente dentro de una
comunidad (Muyzer et al., 1993).

Estas herramientas se han empleado de manera extensiva para analizar el
comportamiento de comunidades microbiolégicas durante la operacion de

reactores (Rittmann et al., 2006).

2.7 Ecologia microbiana en reactores sulfato reductores

En el caso de los reactores sulfurogénicos, se han realizado diferentes
investigaciones sobre los organismos presentes en el proceso, en diferentes

etapas del proceso y en condiciones de acidez. Ademas, se han analizado el
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efecto en las comunidades del empleo de diferentes tipos de reactores, donadores
de electrones y otros aspectos operativos de interés para la ingenieria ambiental
(Celis et al., 2013; Dar et al., 2009; Jameson et al., 2010; Montoya et al., 2013).

Estudios previos han determinado que una opcion viable para el tratamiento
del drenaje acido en reactores sulfato reductores es el empleo de reactores de
lecho fluidizado con flujo descendente, los cuales permiten recuperar los
precipitados metalicos de manera sencilla empleando el mismo reactor en que se
lleva a cabo el proceso de la sulfato reduccion (Gallegos-Garcia et al., 2009). No
obstante se ha observado que el pH y la baja eficiencia en la remocion de materia
se vuelven un problema en este tipo de configuraciones.

La baja eficiencia en los reactores sulfurogénicos se debe a la acumulacion
de acetato, lo cual es ocasionado por un proceso incompleto durante la
mineralizacion de los sustratos por parte de las BSR (Laanbroek et al., 1984;
Gallegos-Garcia et al., 2009; Jing et al., 2013). Para solucionar este problema se
han empleado diferentes donadores de electrones con el fin de promover el
crecimiento de organismos que sean capaces de consumir acetato (Celis et al.,
2013; Liamleam y Annachhatre, 2007; Montoya et al., 2013).

Por otra parte, la inhibicion en condiciones &cidas ocurre debido a que las
BSR son neutréfilas, por lo cual no pueden crecer de manera éptima en pH acido
(Kusel et al., 2001). Ademas, algunos subproductos de los procesos anaerébicos
como el sulfuro y los &acidos organicos (por ejemplo el lactato y el acetato) son
conocidos por su toxicidad en condiciones &acidas. No obstante, se ha reportado
actividad sulfato reductora a pH de 4 (Koschorreck, 2008). En afios recientes se
han empleado sustratos no ionizables por ejemplo etanol y glicerol, como
donadores de electrones adecuados para los procesos de sulfato reduccion en
condiciones acidas (Johnson, 1998; Kimura et al., 2006; Koschorreck, 2008).

Otra perspectiva para superar la limitante del pH es empleando inoculos
gue provengan de sitios con altos niveles de acidez; Sanchez-Andrea (2013),
empled muestras de sedimento del Rio Tinto como indculo para enriquecimientos
y encontré que las comunidades presentes poseian las capacidad de crecer bajo

condiciones acidas (pH = 4) empleando glicerol, metanol o hidrogeno como
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donadores de electrones. Otros sustratos promovieron el crecimiento de BSR en
condiciones moderadas de acidez (pH > 4.5).

Por otra parte, Kimura et al. (2006), observé que si formaba un consorcio
con dos cepas aisladas de muestras ambientales, el consorcio era capaz de llevar
a cabo la mineralizacion del sustrato mediante sulfato reduccion a pH acido (=4.0)
empleando glicerol como donador de electrones. Ademas se observé que las
cepas por separado presentaban metabolismos diferentes que cuando se
encontraban en consorcio, lo cual sugiere posibles interacciones sintroficas.

En general, la informacion que se ha recolectado en los ultimos afios de la
ecologia microbiana ha sido abundante; pero carece de la estructura y
organizacién debida para entender de manera adecuada los fendmenos que se
estudian. Para lograr este objetivo es necesario que la investigacion que se realice
tenga bases en la teoria ecoldgica (Prosser et al., 2007).

Como se ha mencionado, la baja eficiencia y la sensibilidad al pH son
restricciones inherentes a las BSR y su metabolismo. En este trabajo se propuso
qgque ambas limitaciones se podrian resolver empleando comunidades sulfato
reductoras que hayan sido enriquecidas con la técnica de cultivo adecuada, en el
pH mas bajo posible y empleando un donador de electrones adecuado.

El donador de electrones afecta al numero de gremios que pueden
participar en el proceso: entre mas complejo es el donador mayor es el nimero de
gremios que pueden aprovecharlo (Figura 2.2); por lo tanto, se esperaria observar
una mayor diversidad empleando donadores de electrones mas complejos. De
igual manera, el pH afecta a la diversidad promoviendo el crecimiento de
diferentes tipos de organismos: entre mas acido sea, sera menos probable que
crezcan organismos neutrofilos, dando preferencia a los acidofilicos; en cambio a
pH moderadamente acido, es posible que crezcan tanto organismos neutrofilos
como los moderadamente acidofilicos. Este fendbmeno es tipico de zonas de
transicion en las cuales se pueden encontrar organismos provenientes de dos
biomas diferentes (Gaston et al., 2001)

Por ultimo, existen dos tipos de técnicas de cultivo que son ampliamente

usadas en el desarrollo de procesos biotecnoldgicos: la aclimatacion y la presion
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selectiva. Dichas técnicas afectan a la diversidad de manera diferente, de acuerdo
con el proceso biolégico en que se basa cada una.

La aclimatacion se logra haciendo pequefios cambios en las condiciones
ambientales creando un gradiente hacia las condiciones deseadas; en estos
casos, sOlo se cambia una variable que generalmente es restrictiva en las
condiciones deseadas (concentracion de un inhibidor, cantidad de materia
organica, pH), de tal forma que se permite que los organismos ajusten sus
caracteristicas fisioldgicas a las condiciones del medio (Wilson y Franklin, 2002).
Por otra parte, la técnica de presidn selectiva es una técnica agresiva en la que se
busca seleccionar solamente a los organismos que sean capaces de sobrevivir en
un conjunto de condiciones deseadas (Sanchez-Andrea et al., 2013).

Estos tres factores (pH, donador de electrones y técnica de cultivo) afectan
directamente las condiciones ambientales de la comunidad, por lo que se
esperaria que modifiquen la estructura de la comunidad y por lo tanto el

desemperfio de la misma.
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3. Justificacion

El desarrollo de los reactores sulfurogénicos como una alternativa para el
tratamiento del drenaje &cido de minas es de gran relevancia ambiental y
econdémica. Las principales limitantes de este tipo de tecnologias se relacionan
con los microorganismos que se emplean para inocular estos reactores; por lo que
es de gran utilidad evaluar diferentes métodos para obtener enriquecimientos
sulfato reductores que sean adecuados para inocular biorreactores sulfurogénicos.

Por otra parte, un conocimiento mas profundo sobre los fenémenos
ecologicos que ocurren en las comunidades sulfato reductoras, seria de gran
utilidad para desarrollar procesos biotecnoldgicos con fundamentos mas solidos
dentro de un marco teérico mas amplio.

Uno de los principales atributos ecolégicos para describir una comunidad y
su funcionamiento es la diversidad de la misma. Por lo que conocer los cambios
en la diversidad de las comunidades sulfato reductoras después del proceso de
enriguecimiento es un primer paso para poder entender el complejo sistema de
relaciones entre la estructura de estas comunidades y su desempefio en procesos

biotecnoldgicos.
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4. Hipotesis

1. La productividad, medida como consumo de acetato y produccion de
sulfuro, de las comunidades sulfato reductoras, enriquecidas en
condiciones acidas, se relaciona con el pH inicial del enriquecimiento por
presion selectiva.

2. La productividad, medida como consumo de acetato y produccién de
sulfuro, de las comunidades sulfato reductoras, enriquecidas en
condiciones acidas, se relaciona con el donador de electrones empleado
durante el enriquecimiento.

3. La productividad, medida como consumo de acetato y produccién de
sulfuro, de las comunidades sulfato reductoras, enriquecidas a pH 3, se

relaciona con la técnica de cultivo empleada durante el enriquecimiento.
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5. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es establecer si es posible enriquecer
comunidades sulfato reductoras, que sean capaces de consumir acetato y producir
sulfuro de una manera eficiente, en un medio con pH acido, empleando
sedimentos con un historial de exposicion a drenaje acido de mina. Los objetivos
especificos son:

1. Determinar y comparar la eficiencia de las comunidades sulfato
reductoras para la produccién de sulfuro y consumo de acetato, en
un gradiente de acidez empleando diferentes donadores de
electrones.

2. Establecer si la diversidad de las comunidades sulfato reductoras se
relaciona con el consumo de acetato y con la produccién de sulfuro,
en un gradiente de acidez empleando diferentes donadores de
electrones.

3. Establecer si la eficiencia de las comunidades sulfato reductoras,
para producir sulfuro y consumir acetato, se relaciona con la técnica

de cultivo empleada durante su enriguecimiento.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Sedimento

Se recolectaron muestras de sedimento, provenientes de un curso de agua que es
generado por infiltracion a través de jales mineros, de una mina de azufre
abandonada localizada en Villa de Juarez, San Luis Potosi, México (22°10’53.2” N,
100°16’30.2” O). Se tomaron cinco muestras de sedimento a una profundidad
aproximada de 5 cm, con las cuales se conformé una mezcla compuesta. La
muestra compuesta fue cribada empleando un tamiz del nimero 12 (1.7 mm). Se
realizd una caracterizacion de los parametros fisicoquimicos de mayor relevancia
de la muestra compuesta del sedimento y de la columna de agua, tal como se
especifica en la seccion 6.4.1.

6.2 Medio

Para los cultivos se emple6 medio minimo anaerobio (modificado de Stams et al.,
1993). El medio se prepard en solucion amortiguadora de fosfatos y contenia 10
mM de fuente de carbono (donador de electrones), 0.45 M de NH,CI, 0.41 M de
NaCl, 40 mM de MgCI-6H,O, 75 mM de CaCl-2H,0, 1 mL/L de solucién de
elementos traza (50mM de HCI, 1mM de H3BO3, 0.5 mM de MnCl,, 7.5 mM de
FeCl,, 0.5 mM de CoCl,, 0.1 mM de NiCl, y 0.5 mM de ZnCl), 10 mM de Na,SO4
y 0.1 g/L de extracto de levadura. Como donadores de electrones se emplearon
soluciones concentradas de 100 mM de acetato de sodio, glicerol o lactato de
sodio las cuales fueron diluidas.

Después de ser preparado, el medio era esterilizado en autoclave y
posteriormente se le agregaban 2 mM de Na,S estéril como agente reductor. La
fuerza ionica del buffer para el medio era 15 mM, el pH se ajustdé con acido
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clorhidrico empleando la ecuacién de Henderson—Hasselbalch de acuerdo a lo

requerido para cada tratamiento.

6.3 Disefio Experimental

Para evaluar el efecto del donador de electrones y pH inicial sobre la productividad
y la diversidad en los enriquecimientos sulfato reductores, se emplearon
microcosmos que fueron enriquecidos bajo diferentes condiciones. Los
microcosmos fueron cultivados con acetato, lactato o glicerol como donadores de
electrones y se emplearon tres diferentes valores de pH: 5, 4 y 3. De tal forma, se
crearon nueve tratamientos uno con cada donador de electrones ajustado a cada
uno de los pH empleados. Ademas, para cada pH se realizé un control negativo al
cual no se le afadio el donador de electrones.

Por otra parte, para analizar el efecto del proceso de aclimatacion se
realizaron enriguecimientos (uno para cada donador de electrones) en los cuales
el pH fue reducido gradualmente de 5 a 3.

En la Tabla 6.1 se puede ver un resumen de los doce tratamientos que se
realizaron, los donadores de electrones y el pH inicial. Cada tratamiento se realiz6

por quintuplicado.

Tabla 6.1. Condiciones de cultivo empleadas en cada tratamiento.
Donador de electrones
Acetato Lactato  Glicerol

Método de Cultivo pH inicial

pH5 T T T3
Presion
Selectiva pH 4 Ta Ts Ts
pH 3 T, Tg Tg
Aclimatacion pH 5 23 T1o T11 T
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6.3.1 Microcosmos

Los enriquecimientos y los controles se realizaron en microcosmos, empleando
botellas seroldgicas de 120 mL de capacidad, las cuales se inocularon con 7.5 mL
de la mezcla compuesta del sedimento y 80 mL del medio esterilizado
correspondiente; luego fueron sellados herméticamente con tapones de hule
sellados con arillos metalicos. Por ultimo, se les intercambi6 la atmésfera con una
mezcla CO,/N..

Los microcosmos se incubaron a una temperatura controlada de 32+1 °C,

en condiciones de oscuridad y sin agitacion.

6.3.1.1 Presioén Selectiva

Los microcosmos que se sometieron a presion selectiva fueron enriquecidos
durante 90 dias, en cada botella se colocé el sedimento con el medio
correspondiente de acuerdo a la Tabla 6.1. Durante el periodo de enriquecimiento

no se modificé ninguna condicién ambiental del microcosmo de manera externa.

6.3.1.2 Aclimatacion

Los microcosmos que fueron sometidos al proceso de aclimatacion se
enriquecieron durante 50 dias a pH 5 para cada sustrato; posteriormente, se retird
el medio y se cambi6 por medio fresco y estéril recién preparado con un pH de 4y
con el sustrato correspondiente, las botellas fueron selladas herméticamente y se
les intercambio la atmosfera para ser enriquecidos por otros 50 dias a pH 4. Por
altimo, se les volvié a cambiar el medio, esta vez por uno a pH 3, empleando el
mismo procedimiento antes mencionado. El enriquecimiento a pH 3 se efectué por
90 dias. Los microcosmos sometidos al proceso de aclimatacion fueron

enriquecidos durante 190 dias en total.

24



6.3.2 Seguimiento de los Microcosmos

Para analizar la productividad de los microcosmos, las botellas fueron
muestreadas cada diez dias durante el periodo de enriquecimiento. Para cada
muestreo se tomaron aproximadamente 1.8 mL del medio empleando una jeringa.
Primero se tomaban tres muestras de 0.1 mL para analizar el sulfuro disuelto y
posteriormente se tomaba una muestra de 1.5 mL, a esta muestra se le media el
pH y después se almacenaba a -20 °C en tubos de polipropileno, hasta el

momento en que se realizaba el analisis de sulfato y acidos grasos volatiles.

6.4 Andlisis

6.4.1 Parametros Fisicoquimicos del Sedimento y de la Columna de Agua

En la Tabla 6.2 se muestran los parametros fisicoquimicos que se analizaron para

la muestra compuesta del sedimento, el agua de poro del sedimento y de la

columna de agua.

Tabla 6.2. Parametros fisicoquimicos de la columna de agua y del sedimento
analizados en este estudio.

Parametro Sedimento Agua de Poro  Columna de agua
Oxigeno disuelto X (in situ)
pH X X (in situ)
Temperatura X (in situ)
Conductividad X (in situ)
Solidos disueltos Totales X (in situ)

Solidos Totales

Solidos Volétiles Totales
Sdlidos Fijos Totales
Carbono Total

Carbono Organico Total
DQO X
Composicion elemental X

X X X X X
X

>
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Los parametros in situ fueron tomados con un equipo multiparametro
calibrado (YSI 556 MPS, YSI Life Sciences, E.U). La demanda quimica de oxigeno
se analizé de acuerdo al método estandarizado de reflujo cerrado (USEPA, 2001).
De igual manera, los solidos fueron analizados de acuerdo a los métodos
estandarizados (APHA, 1998).

6.4.2 Composicion Elemental

Se realizd una caracterizacion parcial de los elementos presentes en el agua de
poro de la mezcla compuesta del sedimento. El agua de poro fue extraida
mediante centrifugacion a 10,500 g a partir de 200 g del sedimento durante 30
minutos. El agua de poro fue filtrada empleando filtros de 0.22 ym y acidificada
con HCI 0.1N hasta alcanzar el pH = 4. Para el andlisis se emple6 un sistema de
ICP-AES, los analisis fueron realizados en el Laboratorio Nacional de

Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA), San Luis Potosi, México.

6.4.3 Carbono Orgénico, Inorgénico y Total

El carbono organico (COT), inorganico (Cl) y total (CT) del agua de poro fue
cuantificado empleando el sistema TOC-Vcsn (Shimadzu, Japon), para la mezcla
compuesta del sedimento se empled el médulo de muestras sélidas SSM-50004
(Shimadzu, Japoén). Los analisis se realizaron de acuerdo a las sugerencias del

fabricante.

6.4.4 Sulfuro Disuelto

La cuantificacion de sulfuro se realizO mediante el método de Cord-Ruwisch
(1985); en resumen, se tomaba una muestra de 0.1 mL del medio, el cual se hacia
reaccionar con 4 mL de una solucion acida de CuSQOy, el resultado se mezclaba y
se cuantificaba su absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS (Thermo

Spectronic) a una longitud de onda de 480 nm. Previamente, se preparaba una
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curva de calibracion con Na,S con las concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18 y 20 mM. Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

Para comparar la produccion de sulfuro entre los diferentes donadores de
electrones, se normalizaron los resultados con respecto al maximo tedrico para
cada sustrato. Dado que la reduccion de sulfato (S°*) a sulfuro (S%) requiere de
ocho electrones, se pueden calcular los maximos tedricos empleando las
siguientes ecuaciones que corresponden a la oxidacion total de cada donador de

electrones (Rittmann y McCarty, 2001):

Acetato:
CH;C00~ + 3H,0 = CO, + HCO3 + 8H* + 8e~
Lactato:
CH;CHOHCOO™ + 4H,0 = 2C0, + HCO3 + 12H" + 12e~
Glicerol:

De acuerdo a estas reacciones, por cada mol de acetato se puede producir
un mol de sulfuro; para el lactato y glicerol son 1.5y 1.75 moles, respectivamente.

6.4.5 Acidos Grasos Volatiles y Sulfato

Las muestras almacenadas se descongelaban a temperatura ambiente,
posteriormente se tomaba 1 mL de muestra y se agregaba a un tubo nuevo, junto
con 1 mL de agua desionizada. La mezcla era centrifugada a 10 000 g y filtrada
empleando un filtro GSWP de 0.22 uym. Se recolectaban 0.8 mL del filtrado en
viales de polipropileno para electroforesis capilar. Las muestras se analizaron en
un Sistema de Electroforesis Capilar Agilent (Agilent Technologies) de acuerdo al

método propuesto por Soga y Ross (1999).
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6.5 Andlisis de Biologia Molecular

Una vez concluidos los enriquecimientos, el contenido total de cada microcosmos
fue almacenado a -20 °C para ser analizados posteriormente mediante técnicas de
biologia molecular. EI método de fingerprinting empleado fue el de PCR/T-RFLP,
por lo que primero se extraia el ADN gendmico total de la comunidad, para luego
amplificar el gen 16S rDNA de sus componentes, los fragmentos resultantes
fueron separados empleando el método de T-RFLP con el objetivo de obtener

indices de abundancia relativa, ademas de los de presencia/ausencia.

6.5.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se descongelaron las muestras almacenadas y se
procedia a realizar la extraccion de ADN. Se evaluaron dos métodos diferentes de
extraccion, el propuesto por Gabor et al. (2003) y el kit comercial de extraccion
Power Soil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA). El protocolo del
fabricante se sigui6 empleando las modificaciones para muestras con células

dificiles de lisar (Anexo llI).

6.5.2 PCR

Se amplifico el gen 16S rDNA de las muestras de los enriquecimientos. Para ello,
se emplearon los iniciadores 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1522R
(AAGGAGGTGATCCAGCCGCA). El iniciador 27F iba marcado con una sonda
para los ensayos de T-RFLP.

El buffer de reaccion contenia 1x de buffer de PCR, 3 mM de MgCl,, 0.2
mM de cada dNTP, 0.2 mM de cada iniciador, 0.025 U/uL de Taq polimerasa y 0.8

Mg/uL de BSA. Se trabajé con un volumen de reaccién de 50 L.
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En la Figura 6.1 se puede observar el programa empleado para el
termociclador. Cada muestra fue amplificada en dos PCRs y posteriormente se

mezclaron los productos para obtener 100 uL de producto por muestra.

94°C 94°C

12°C 72°C

4:00

1:00 54°C

3:00 7:00
1:00
4°C

;30X | 7
Figura 6.1. Programa empleado en este estudio para la amplificacion del gen 16S
rDNA.

6.5.3 T-RFLP

Los amplicones obtenidos de cada muestra fueron purificados empleando DNA
Clean & Concentrator (Zymo Research, Orange, CA), utilizando las instrucciones
del fabricante; el ADN se resuspendid6 en 35 puL del buffer de elucion y
posteriormente fue cuantificado empleando el espectrofotbmetro (Nano Drop
Technologies, Wilmington, DE).

Se realizaron restricciones de los fragmentos purificados, para ello se
emplearon 50 ng de ADN de muestra, como buffer de restriccion se utilizo Tango
1x, la enzima fue Mspl. Las restricciones se llevaron a cabo en un volumen de 10
ML durante una noche a 37 °C y después a 70 °C por diez minutos.

Para el analisis de los fragmentos se utilizé un secuenciador automatico de
cuatro capilares (ABI3130 de Applied Biosystems), como marcador de peso se uso

el estdndar 1200 LIZ. Los analisis se llevaron a cabo en el Instituto Pasteur de
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Montevideo, Montevideo, Uruguay. Los fragmentos fueron visualizados en el
software de Peak Scanner TM (Applied Biosystems), para su andlisis se empleé la
herramienta en linea T-Rex (Culman et al., 2009). Tanto las reacciones de PCR
como los perfiles de T-RFLP se realizaron bajo la supervision de la Dra. Claudia
Etchebehere en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del Instituto de

Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, Montevideo, Uruguay.

6.6 Andlisis Estadisticos

Para comparar el desempefio entre los resultados obtenidos a través de las dos
técnicas de cultivo, se empled un andlisis de covarianza (ANCOVA) considerando
la técnica de cultivo como la principal variable explicativa; de manera simultanea y
con objeto de comparar el desempefio de las comunidades a lo largo del proceso,
el tiempo fue empleado como variable de regresion concomitante en el analisis
antes mencionado (Badano et al., 2002). Los analisis estadisticos descritos los

realizé el Dr. Ernesto |. Badano.
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7. Resultados y Discusiones

7.1 Muestreo

Las caracteristicas fisicoquimicas del sedimento, de la columna de agua y del
agua de poro se enlistan en la Tabla 7.1; en la Tabla 7.2 se observa la

composicion elemental del agua de poro del sedimento.

Tabla 7.1. Parametros fisicoquimicos del sedimento, de la columna de agua y
del agua de poro del sedimento

Agua de Columna de

Sedimento
poro Agua

Oxigeno Disuelto -- 2.95 mg/L --
pH -- 3.59 5.6
Temperatura -- 25.68 °C --
Conductividad - 31 mS/cm -
Potencial Oxido-Reduccion - 396 mV -
Solidos Disueltos Totales -- 19.89% --
Sdélidos Totales - - 0.631 g/g
Sdélidos Volétiles Totales - - 0.516 g/g
Sdlidos Fijos Totales - - 0.115g/g
Carbono Orgéanico Total (COT) < LD* -- 7 ppm
Carbono Total (CT) 6 ppm - 7 ppm
Carbono Inorgénico Total (CI) 6 ppm - < LD*
DQO < LD* -- --
Sulfato disuelto 2081 ppm >3000 ppm --

*menos de 2ppm

En estudios previos, se han reportado las caracteristicas fisicoquimicas
presentes en otros drenajes acidos de mina, las cuales resultan similares a las
encontradas en este estudio: una alta concentracion de sulfatos, bajo pH, baja
cantidad de materia organica disuelta y un potencial 6xido-reductor bajo, pero

positivo (Johnson y Hallberg, 2005; Sanchez-Andrea et al., 2011). Sin embargo,
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para que se lleve a cabo la sulfato reduccion, se requiere de condiciones
reductoras, es decir un potencial 6xido-reductor negativo. Por ello se tomaron
muestras de sedimento a una profundidad aproximada de cinco centimetros, en
los cuales se esperaba la ausencia de oxigeno disuelto y un ambiente adecuado,

como se ha observado en otros estudios.

Tabla 7.2. Composicion elemental del
agua de poro del sedimento.
Concentraciom

(ppm)
Ca 175.34
Na 40.43
Mg 38.97
K 47.12
Si 4,97
Fe 9.57
Otros 15.68

El agua de poro del sedimento resultd con una presencia significativa de
iones como el sulfato, calcio, sodio y magnesio; estas observaciones son
parecidas a otras previamente reportadas (Herzsprung et al., 2002). Por ultimo,
resulta interesante que mientras que el agua de poro carecia de COT, el
sedimento no tuviera Cl. EI COT incluye los compuestos organicos de carbono,
como &cidos humicos, materia en descomposicion y biomasa; mientras que el ClI
mide el CO, y otros compuestos de &cidos carbdnicos. Por ello, se podria suponer
que el CI del agua de poro corresponde al CO, o HCOj3; proveniente del
metabolismo de los microorganismos presentes en el sedimento, lo cual a su vez
explicaria la presencia de COT en el sedimento, que corresponderia a la biomasa
y otros compuestos tipicos de sedimentos como los acidos humicos. Los
resultados de la Tabla 7.2 aunados a los del sulfato disuelto (Tabla 7.1) sugieren
qgue el medio contiene principalmente yeso (CaSQO,) y otros sulfatos.
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7.2 Enriquecimientos

Las muestras de sedimento fueron mezcladas y tamizadas empleando un tamiz de
1.7 mm; posteriormente se empleé para inocular los enriquecimientos. Como
medio se empleé medio minimo anaerobio (Stams etal., 1993) al cual se le
modifico la fuerza i6nica de 6 mM a 15 mM. Esto fue con el fin de preservar el pH
acido por el mayor tiempo posible, ya que se observo que el pH del medio tendia
a equilibrarse con el pH del sedimento o del primer pKa del sulfuro (6.9),
dependiendo de la cantidad de sulfuro producido. En la Tabla 7.3 se observan los
resultados en los cambios de pH después de aumentar la fuerza ionica.

Tabla 7.3. Cambio del pH del medio con fuerza i6nica de 15 mM.

pH pH antes del pH después del pH 10 dias después de
ajustado autoclave autoclave inoculado
5.00 5.02 4.92 5.92
4.00 4.09 3.99 4.44
3.00 3.00 3.12 4.02

Previamente se ha reportado que la sulfato reduccion esta asociada a un
aumento del pH del medio (Johnson, 2012; Meier et al., 2012; Sanchez-Andrea
et al., 2013). Sanchez-Andrea et al. (2013), comprobaron que la fuerza iénica del
medio era de gran relevancia para los enriquecimientos acidofilicos, al observar
que si se controlaba el pH del medio empleando un buffer de mayor fuerza iénica,
se observaba un menor crecimiento y una menor tasa de sulfato reduccion que en
los enriquecimientos que no tenian el pH controlado. No obstante, pocas veces se
toma en consideracion este aumento en el disefio experimental y se le considera
como una consecuencia natural, incluso cuando se realizan enriguecimientos
acidofilicos.

En el caso de los enriguecimientos realizados en el presente trabajo, se
buscé amortiguar el pH por el mayor tiempo posible sin aumentar de manera
considerable la presion osmadtica del medio. Debido a ello, la fuerza idnica del

buffer sdlo se aumentd hasta 15 mM; sin embrago, esto no fue suficiente para
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mantener el pH constante durante todo el enriqguecimiento. A pesar del aumento
eventual del pH, el pH permanecio en el nivel deseado por el tiempo suficiente
para realizar los analisis pertinentes y observar el efecto del pH &cido en la sulfato

reduccion.

7.2.1 Presioén Selectiva

La presion selectiva es un tratamiento agresivo que tiene como objetivo inhibir o
eliminar a los microorganismos que sean incapaces de sobrevivir en el conjunto de
condiciones ambientales impuestas.

En la Figura 7.1 se muestran los resultados de produccion de sulfuro

normalizada para los enriguecimientos que fueron sometidos a presion selectiva,
de acuerdo al donador de electrones (7.1a-c) y al pH inicial (7.1d-f).
En estudios anteriores se ha reportado la presencia de sustrato endégeno en
muestras de sedimentos (LlobetBrossa et al., 2002), en este estudio se observo
mas sulfuro que el esperado en la mayoria de los tratamientos, incluso en las
botellas control, en las cuales se pudo observar la produccién endbgena de
sulfuro, la cual llegé a casi 4 mM a pH 5, y poco mas de 3 mM en los experimentos
a pH 4y 3 (resultados no mostrados).

Otro factor que se deben considerar en los resultados de sulfuro observado
es que se midié unicamente el sulfuro disuelto y que a los resultados obtenidos de
esas mediciones se les restaron 2 mM, correspondientes al sulfuro que se afiadia
al medio de cultivo; este hecho puede dar lugar a concentraciones negativas, las
cuales nos indican que el medio tenia menos de 2 mM de sulfuro en un momento
determinado. La disminucion de sulfuro en el medio se pudo llevar a cabo por
fendbmenos de precipitacion con metales, o por un cambio en su estado de
oxidacion.

Como se puede observar en la Figura 7.1, los tres donadores de electrones

fueron sustratos adecuados para la produccion de sulfuro.
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Figura 7.1. Produccion de sulfuro normalizada, con respecto al maximo tedrico, en los
tratamientos de presion selectiva a lo largo del proceso de enriquecimiento. En la fila
superior se muestran los resultados con respecto al donador de electrones [a) acetato,
b) lactato, c) glicerol] y en la fila inferior de acuerdo al pH inicial [d) pH 5, €) pH 4, f)
pH3].

No obstante, la sulfato reduccion, con acetato (Fig. 7.1a) y lactato (Fig.
7.1b) fue dependiente del pH inicial en condiciones de acidez (pH < 5). Cuando se
empled acetato como donador de electrones (Fig. 7.1a), la sulfato reduccion se
inhibié a pH < 5 teniendo sélo 50% de eficiencia en la produccion de sulfuro a pH
4 con respecto al pH = 5; en pH = 3 la producciéon de sulfuro fue inhibida por
completo. Para el caso del lactato, el pH solamente fue un factor importante a pH
=3.
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Por dltimo, cuando se empled glicerol como donador de electrones, no se
observaron cambios significativos en la produccion de sulfuro entre los diferentes
niveles de pH, lo cual lo convierte en un sustrato adecuado para los procesos de

sulfato reduccién a pH acido.

En la Figura 7.2 se presentan los cambios de pH a lo largo de los
enriguecimientos en los tratamientos de presion selectiva. Es posible apreciar que
los tratamientos en los que se produjo sulfuro (acetato pH 5, lactato pH 5y 4 y los

de glicerol), el pH subié6 mas que en los ensayos en los que no hubo sulfato

reduccion.
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Figura 7.2. Cambio de pH para los tratamientos sometidos a presion selectiva, a lo
largo del proceso de enriquecimiento. En la fila superior se agrupan los resultados por
sustrato [a) acetato, b) lactato, c) glicerol], en la inferior de acuerdo al pH inicial [d) pH
5,€e) pH 4, f) pH 3].
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El fenbmeno de aumento de pH durante la sulfato reduccién ha sido
ampliamente reportado en la literatura y se explica debido a la produccion de
carbonatos y del mismo sulfuro, ambos sustratos intervienen en el equilibrio acido-
base del sistema (Gallegos-Garcia et al.,, 2009; Meier et al.,, 2012; Sanchez-
Andrea et al., 2013)

La inhibicién de la sulfato reduccion a pH menor de 5 para lactato y acetato
se puede explicar por su toxicidad a pH bajo. Se ha establecido que las bacterias
sulfato reductoras son sensibles a la presencia de acidos grasos de cadena corta
en condiciones &cidas (Ghose y Wikén, 1955). Este fendmeno de toxicidad se
debe a que los acidos grasos protonados son capaces de difundir a través de la
membrana celular y desacoplar la cadena respiratoria (Koschorreck, 2008). Por lo
tanto, seria de esperarse que el acetato, que tiene un pka de 4.6 sea toxico a pH <
5, dado que a estos valores de pH la mayoria del acetato se encuentra en su
forma protonada. Por otra parte, el lactato que tiene un pka de 3.86, sélo seria
toéxico en el tratamiento iniciado a pH = 3, cuando la mayoria del sustrato se
encuentre en su forma no ionizada (Sanchez-Andrea et al., 2013). Estas
consideraciones corresponden con lo observado en este trabajo.

Este fenomeno de toxicidad también podria explicar por qué, aun cuando el
pH haya subido lo largo de los enriquecimientos (Figuras 7.2d,e,f ), el pH inicial
sea determinante del desempefio de los enriquecimientos en los diferentes
tratamientos, sin importar el pH al cual se encuentren a lo largo del tiempo. Por lo
que la inhibicion ocasionada por estos sustratos resulto irreversible durante el
tiempo que duraron los enriguecimientos.

En la Figura 7.3 se observan los resultados de acumulacion de acetato
residual para los diferentes tratamientos. Se considero que la oxidacion incompleta
del lactato y del glicerol mediante sulfato reduccion producen acetato de manera
equimolar al sustrato consumido. Asi pues, el maximo tedrico de acetato

acumulable para estos sustratos es de 10 mM.
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Figura 7.3. Acumulacién de acetato normalizada para los tratamientos sometidos a
presion selectiva, a lo largo del proceso de enriquecimiento. En la fila superior se agrupan

los resultados por sustrato, en la inferior por pH

De tal forma, en la Figura 7.3 también se puede ver la presencia de sustrato
enddgeno, particularmente para el glicerol, en el cual el acetato residual alcanza
casi 2 veces el maximo teorico (Fig. 7.3c). Por otra parte, es posible observar que,
para el caso del lactato, la disminucién del pH afecta de manera negativa la
degradacion de acetato (Fig. 7.3b), aunque no afecta la produccion de sulfuro
concomitante (Fig. 7.1b).

Previamente, se ha reportado que el empleo de glicerol como donador de

electrones, promueve preferencialmente el crecimiento de bacterias sulfato
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reductoras incapaces de metabolizar acetato (Qatibi et al., 1991; Sen y Johnson,
1999). Esta misma tendencia se observo en los tratamientos con glicerol a pH 5,
no obstante, a pH 4 la acumulacion de acetato fue menor que a pH 3; lo cual
resulta interesante, ya que la produccion de sulfuro fue similar en ambos
tratamientos. Esto podria sugerir que cuando se emplea glicerol como donador de
electrones y a pH inicial de 4, se desarrollan otros gremios ademas de los sulfato
reductores, los cuales contribuyeron con la degradacion del donador de electrones
sin la produccion de sulfuro inherente a la sulfato reduccion.

Los resultados de los tratamientos de enriquecimiento bajo presion selectiva
indican que el glicerol es un donador de electrones adecuado para llevar a cabo la
sulfato reduccién en condiciones acidas (Kimura et al.,, 2006; Sanchez-Andrea
et al., 2013), incluso a pH inicial de 3; no obstante, favorece la acumulaciéon de
acetato. Por lo cual se podrian llevar a cabo estrategias como mezclar el glicerol
con acetato de tal manera que se lleve a cabo un enriquecimiento de BSR
completas (Celis et al.,, 2013) o empleando los consorcios adecuados (Kimura
et al., 2006).

7.2.2 Aclimatacion

El objetivo del proceso de aclimatacién es permitir que los organismos tengan el
tiempo adecuado para ajustar sus parametros fisiol6gicos a una condicién adversa
presente en su ambiente (Wilson y Franklin, 2002). En este estudio, el proceso de
aclimataciéon se realizdé durante 100 dias; en este tiempo los organismos fueron
sometidos a un gradiente de pH: el pH se modificé una unidad cada 50 dias, cada
vez que se cambiaba el pH se cambiaba el medio completo, removiendo posibles
subproductos toxicos para evitar la inhibicion por producto. Durante este periodo
de aclimatacion se llevd a cabo un seguimiento cada diez dias, en el cual se

obtenia una muestra del medio para cuantificar acetato y sulfuro (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Produccién de sulfuro y consumo de acetato residual a lo largo del proceso de
aclimatacion (disminucién de pH 5 a 4) para los diferentes sustratos. En la fila superior se
observa la concentracion de sulfuro en el medio para cada uno de los sustratos [a)
Acetato, b) Lactato y c) Glicerol]. En la fila inferior se observa la concentracion de acetato
residual [d) Acetato, e) Lactato y f) Glicerol].

Como se puede observar en la Figura 7.4, el proceso de aclimataciéon
promovié una uniformidad en el desempefio de los enriquecimientos; por lo que la
variacion en el desemperio de las réplicas disminuy6 durante el proceso. También
se observo la presencia de sustrato enddgeno, cuya degradacion se reflejé en una
concentracion de sulfuro disuelto mayor que la esperada.

En los tratamientos con glicerol como donador de electrones, la eficiencia
para producir sulfuro y consumir acetato se conservd durante el proceso de

aclimatacion. En contraste, para el acetato y el lactato el cambio de pH 5 a 4
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conllevé a una reduccion en la produccién de sulfuro; ademas, se promovio una
fase de aclimatacidbn mas larga, sin llegar a observarse una inhibicion completa de
la actividad sulfato reductora (Figs. 7.4a y 7.4b). Después del proceso de
aclimatacién, se reemplazo el medio de los microcosmos por medio fresco a pH 3
y se inicid con el periodo de 90 dias de enriquecimiento. En la Figura 7.5 se

observan los resultados normalizados de estos tratamientos.
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Figura 7.5. Resultados de la produccion de sulfuro normalizada (a), acumulacién de
acetato normalizada (b) y cambio de pH (c) para los tratamientos a pH 3 enriquecidos

mediante aclimatacion.

Es de gran relevancia destacar que se observé una produccion significativa
de sulfuro empleando acetato como Unico donador de electrones a pH inicial de 3,
la cual incluso llegdé a ser mas de 70% del maximo tedrico (Fig. 7.5a). Estudios
previos han reportado la sulfato reduccion en reactores con cultivos puros a pH >
3 empleando H; como donador de electrones (Jameson etal., 2010) y en
enriquecimientos a pH de =3.5 empleando H,/CO, (Meier et al., 2012) y glicerol
(Kimura et al.,, 2006; Sanchez-Andrea et al.,, 2013), pero no se ha reportado la
sulfato reduccién a pH inicial de 3 empleando acetato como Unico donador de
electrones.

Al igual que con el acetato, el proceso de aclimatacion favorecio la sulfato
reduccion empleando al lactato como donador de electrones a pH de 3. No
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obstante, el acetato se acumulo, indicando el crecimiento de BSR incompletas. La
sulfato reduccion empleando al lactato como donador de electrones no habia sido
previamente reportada a pH inicial de 3, sin embargo, existen reportes de
reactores sulfato reductores que emplean lactato a un pH de 4 (Jong y Parry,
2006; Kaksonen et al., 2004).

Por ultimo, se observa que en los microcosmos alimentados con glicerol
hubo consumo de sustrato sin la produccion correspondiente de sulfuro. Esto nos
indica que la sulfato reduccion dejé de ser el proceso metabdlico dominante en
estos microcosmos. Este fenomeno es particularmente evidente para el caso del
tratamiento con glicerol, el cual sélo produjo 10% del sulfuro méaximo tedrico, no
obstante se acumulo el 60% del acetato maximo teorico, cuando en teoria la
relacion entre sulfuro producido y acetato residual deberia de ser 0.75:1 mol
(Tabla 2.1). Como se mostré en la Figura 2.2, el glicerol puede ser aprovechado
por el gremio de los fermentadores para producir acetato sin sulfato reduccion.

7.2.3 Aclimatacion contra Presiéon Selectiva

Para comparar estadisticamente las diferencias en la produccién de sulfuro, el
consumo de acetato y aumento de pH entre las dos técnicas de cultivo, se empled
un andlisis de covarianza (ANCOVA). Los resultados se muestran en la Figura 7.6.

Como se observa, existen diferencias significativas en todos los indicadores
del desemperio entre los tratamientos que fueron aclimatados desde pH 5 a 3 con
respecto a los tratamientos sometidos a pH 3 desde el principio (presion selectiva).

La produccién de sulfuro se favorecio por el proceso de aclimatacion en los
enriguecimientos cultivados con acetato (Fig. 7.6a) y lactato (Fig. 7.6d), en
cambio, la aclimatacion tuvo un efecto negativo en los tratamientos que fueron
cultivados con glicerol (Fig. 7.6g). En cuanto al consumo de acetato residual, la
diferencia entre las estrategias de enriquecimiento es de gran relevancia, ya que el
anico tratamiento en el cual se observd un consumo significativo de acetato fue en

el tratamiento de aclimatacion con acetato como donador de electrones (Fig. 7.6b).
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En el resto de los tratamientos se observa que la tendencia fue de acumular el

acetato
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Figura 7.6. Comparacion del desempefio entre los tratamientos de aclimatacién
(puntos negros-linea continua) y presién selectiva (puntos blancos-linea punteada) a
pH 3 (P > 0.05). En la columna izquierda se observan los resultados para produccién

de sulfuro, al centro para el acetato residual y a la derecha para el pH.

Como ya se ha mencionado, el aumento del pH estd estrechamente
relacionado con la produccién de sulfuro, por lo que los resultados del pH son

similares a los de sulfuro, observandose un efecto positivo para los tratamientos
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aclimatados con acetato (7.6¢) y lactato (7.6f) como donador de electrones, y un
efecto negativo para los de glicerol (7.6 i).

En la Tabla 7.4 se presenta un resumen cualitativo del desempefio de los
microcosmos para cada tratamiento, tanto de la produccion de sulfuro como del

consumo de acetato.

Tabla 7.4 Resumen del desempefio de cada tratamiento realizado en
este trabajo.

i Sustrato
Tratamiento Proceso
Acetato Lactato Glicerol

pH 5 Produccién de H,S v v v
Presion

Selectiva Consumo de Acetato v X %
pH 4 Produccion de H,S x v v
presion Consumo de Acetato

Selectiva X X X
glr_'eiién Produccién de H,S X x v
Selectiva Consumo de Acetato x X %

*

pH 3 Produccion de H,S v v X
Aclimatacion Consumo de Acetato ‘/* v x

*
Nunca antes reportado

El empleo de glicerol como donador de electrones se ha reportado para la
sulfato reduccion a pH < 4; no obstante, su uso promueve el desarrollo de BSR
incompletas lo que tendria la desventaja de producir efluentes de baja calidad con
un alto contenido de carga organica en potenciales aplicaciones tecnoldgicas.

Cuando se empled lactato o glicerol como fuente de carbono la eficiencia de

la aclimatacion es cuestionable. En el caso del glicerol promovié el crecimiento de
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organismos no sulfato reductores ya que se degradd hasta 60% del glicerol, el
cual fue convertido a acetato, pero soélo se produjo 20% del acetato esperado, lo
cual es 40% menos de lo esperado si el glicerol se hubiera degradado mediante
sulfato reduccion. En el caso del lactato, el proceso de aclimatacion permitié la
sulfato reduccion a pH inicial de 3, lo cual no ocurrié en los tratamientos de presion
selectiva; pero, los organismos promovidos fueron BSR incompletas, por lo que se
observo una acumulacion de acetato.

Se pueden proponer dos posibles explicaciones fisiolégicas por las cuales
la aclimatacion es benéfica para el desarrollo de BSR completas. Una de ellas es
porque, bajo el principio de la Hipétesis de Aclimatacion Benéfica, la aclimatacién
da el tiempo suficiente a los microorganismos para desarrollar los mecanismos
necesarios para sobrevivir en condiciones de acidez (Wilson y Franklin, 2002). Las
bacterias acidofilicas poseen una serie de modificaciones fisiolégicas que les
permiten desarrollarse a pH bajos como bombas de protones y cambios en la
composicién de proteinas de membrana (Ferguson y Ingledew, 2008), dichas
modificaciones requieren energia, por lo que los microorganismos crecen de
manera mas lenta.

Otra posible explicacion del éxito de la aclimatacion es la Hipotesis del
Desarrollo Optimo, la cual indica que aquellos organismos que se desarrollan en
condiciones Optimas estan mejor preparados para enfrentarse en condiciones
adversas que los que se desarrollaron fuera de su 6ptimo (Huey et al., 1999).

Ninguna de estas dos hipoétesis ha sido evaluada en microorganismos por lo
gue es imposible argumentar a favor de alguna; ademas, también puede ser que
la aclimatacion no actué a nivel de los microorganismos en particular, sino de la
comunidad en general. Ya se ha sefialado previamente que es posible
conceptualizar a las comunidades como unidades reproductivas, convirtiéndolas
en el punto de accion sobre el cual la seleccion natural ejerce presion (Konopka,
2009; Zarraonaindia et al., 2013).
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7.3 Extraccion de ADN, PCR y T-RFLP

Para analizar la diversidad de las comunidades presentes en los enriquecimientos
se empled la técnica de PCR/T-RFLP. Para llevar a cabo esta técnica, es
necesario contar con ADN gendmico de alta calidad, el cual represente de la mejor
manera posible al total de OTUs presentes en la muestra (Avis et al., 2006). Por
ello, se evaluaron dos métodos para la extraccion de ADN, el método de Gabor et
al. (2003), que fue desarrollado especificamente para muestras ambientales de
suelo y sedimentos y el kit comercial de MoBio para suelos. También se evaluaron
las posibles matrices de extraccion: sedimento, medio, y el licor mezclado (mezcla
del sedimento con el medio). En la Figura 7.7 se muestra el gel de calidad de la
extraccion de ADN para cada una de las matrices empleando los dos diferentes

métodos de extraccion.

1Plus Med/ Med/ Sed/ Sed/ Slu/ Slu/
Kb kit Gab kit Gab kit Gab

. .
»

_, . -
E
» -
. -
 ——
 — y

-~
Figura 7.7. Gel de calidad de la extraccion de ADN de diferentes matrices empleando
el kit comercial Power Soil DNA (kit) y el método propuesto por Gabor et al. (2003)
(Gab). 1PlusKb= Marcador de peso molecular, Med = Medio de cultivo, Sed =

Sedimento, Slu = medio + sedimento.

Después de la extraccion de ADN, se prosiguio a la amplificacion del gen

16S rDNA, el gel de los productos de amplificacionn se muestra en la Figura 7.8.
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Figura 7.8. Gel de los productos de la amplificacion del gen 16S rDNA empleando
templados obtenidos de diferentes matrices mediante dos métodos de extraccién: el
kit comercial Power Soil DNA (kit) y el método propuesto por Gabor et al (2003)
(Gab). Med = Medio de cultivo, Sed = Sedimento, Slu = medio + sediemento. LRL =
Low Range Ladder.

A pesar de que mediante el método de Gabor y colaboradores se obtenian
concentraciones mas altas de ADN (18 ng/uL) que con el kit (8 ng/uL), el ADN
extraido por el método de Gabor y col. resultd ser inadecuado para la
amplificacion (Figura 7.8). Por otra parte, los resultados de la amplificacién
revelaron que el sedimento inhibia la PCR de algun modo, por lo que las muestras
de sedimento y licor mezclado siempre daban negativas para la amplificacion, sin
importar el método de extraccion. Por ello se decidid6 emplear el medio de cultivo
como matriz de extraccion y al kit de extraccion de MoBio (Power Soil DNA) como
método de extraccion.

Se ha observado que la cantidad de muestra empleada en la amplificacion
por PCR afecta la intensidad de la sefial en los electroferogramas de los T-RFLP
(Abdo et al., 2006), por lo que se prefieren concentraciones altas de templado para
gue las sefales de los electroferogramas sean lo mas claras posibles. Debido a

esto, se examinaron 2 diferentes condiciones de concentracion del templado: 1y 2
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ML por reaccion (= 8 6 16 ng) el gel de calidad de estas amplificaciones se muestra
en la Figura 7.9.
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Figura 7.9. Gel de los productos de la amplificacion del gen 16S rDNA empleando dos
diferentes concentraciones de templado. En los carriles de arriba se observan los
resultados empleando 8 ng, en los de abajo 16 ng de templado. Las extractos de ADN

fueron los mismos para ambos casos.

En la Figura 7.9 se observa que cuando se emplearon 16 ng de DNA de
templado se obtuvieron mejores resultados, se obtenia producto de PCR para la
mayoria de las muestras y la concentracién era elevada, lo cual no ocurria con
s6lo 8 ng, posteriormente se evalu6 el efecto de incrementar un poco mas la

concentracion de templado hasta 20 ng pero no se observaron diferencias
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significativas ni en el gel ni en la cuantificacion por espectrofotometria (resultados
no mostrados). Por lo que se opto por trabajar con 16 ng de templado.

Una vez seleccionadas las condiciones de la PCR, se procedi6 a realizar la
amplificacion de cada muestra de enriguecimiento (5 réplicas por 12 tratamientos
mas una muestra del sedimento original) por duplicado. No obstante, no fue
posible obtener producto de PCR de todas las muestras; en particular fue
imposible obtener amplicones de los extractos de ADN provenientes de los
tratamientos de aclimatacion, por lo que estas muestras fueron descartadas para
los andlisis de diversidad.

Cada muestra fue amplificada por duplicado, y los productos se mezclaban
conformando un volumen total de 100 pL de productos de PCR; después, se
purificaba la mezcla empleando el kit DNA Clean & Concentrator de Zymo
Research, siguiendo las instrucciones del fabricante para purificar fragmentos del
tamano de amplicon deseado (=1500 pb). Después de este proceso, las muestras
fueron cuantificadas espectrofotométricamente y posteriormente fueron digeridas
empleando la enzima Mspl. La restriccion se realizé empleando dos diferentes
concentraciones de ADN, 50 y 100 ng e incluyendo o no un paso de desecado
previo a su envio para secuenciacion. Los resultados de la secuenciacién
indicaron que no existian diferencias significativas entre estas variables, por lo que
se optd por emplear 50 ng de ADN en la restriccidbn y no desecar las muestras
(resultados no mostrados).

Los resultados de las secuenciaciones se visualizaron y alinearon
empleando el software Peak Scanner de Applied Biosystems. Como marcador de
peso molecular se empled la escalera de 1200LIZ, como método de analisis se
utilizé el método de NNP que ofrece el distribuidor modificando las siguientes
variables: la altura minima del pico se ajustd a 20 y el rango de analisis se limito
entre 50-650 pb.

Existen varias dificultades para estandarizar los resultados de los T-RFLP,
las mas importantes se refieren a la lectura de los electroferogramas, en los cuales

las sefiales de ruido y el corrimiento de los picos suelen ser importantes fuentes
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de error (Culman et al., 2009). Por ello se empled la herramienta en linea T-Rex
para solucionar ambos problemas de una manera automatizada.

Para limpiar el ruido de los resultados se prefirié el método de Abdo et al.
(2006), el cual considera que los picos “reales” son aquellos cuya altura o area es
mayor a la desviacion estandar de todas las sefiales multiplicada por un factor
elegible, posteriormente, se repite el proceso con los picos “falsos” hasta que no
se encuentran nuevos picos “verdaderos”. Para este estudio se eligid la altura
como sefial de respuesta y el factor se mantuvo en 1.

Para identificar los posibles fendmenos de corrimiento de los picos entre las
diferentes muestras se empled el método de T-Align (Smith et al., 2005), en el cual
se identifica el pico de menor tamafio entre todas la muestras y después agrupa a
todos los picos que estan dentro de un umbral elegible y los identifica como el
mismo fragmento, el proceso es iterativo hasta que todos los picos han sido
agrupados y asociados a un fragmento. En este estudio, se empled un umbral de
2pb, dado que es el limite de deteccidén que reporta el laboratorio responsable de
llevar a cabo las secuenciaciones.

Los resultados fueron descargados en formato .fasta para construir matrices
de abundancias relativas para cada muestra. Los fragmentos que representaban
menos del 2% del total de la comunidad fueron eliminados.

En la Figura 7.10 se observan los patrones de abundancias relativas de los
enriguecimientos con presion selectiva y el patrén del sedimento original que se
emple6 como inéculo. Se puede observar que existen ciertas OTUs que son
representativas para cada donador de electrones. Asi mismo, existen OTUs que

se ven representadas en casi todas las muestras.
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Acetato Lactato Glicerol

Réplicas

Figura 7.10. Perfiles de abundancias relativas de los fragmentos de restriccion del gen 16S
rDNA proveniente de muestras enriquecidas por presion selectiva bajo diferentes
condiciones de acidez y donadores de electrones.

Con los datos de riqueza y las abundancias relativas se obtuvieron
diferentes métricas de la diversidad de los enriquecimientos: el indice de Shannon-
Wienner (H’), la equidad (expresada como H'/Hnax) Y la dominancia (expresada
como la abundancia relativa mas alta de la muestra). Los resultados se muestran
en la Tabla 7.5y se resumen en la Figura 7.11.
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Tabla 7.5. Métricas de Diversidad para cada enriquecimiento y el sedimento original (T0).
La primera letra indica el donador de electrones empleado en el cultivo y el nimero el pH
inicial del medio. Los siguientes dos caracteres denotan las réplicas. Riqueza (S), indice

de Shannon-Wienner (H’), Equidad (E), y Dominancia (D).

Muestra S H’ E D
TO 6 1.63 0.91 0.40
A51A 2 0.43 0.62 0.84
A54A 6 1.32 0.74 0.57
AB5A 6 1.33 0.74 0.57
A52B 5 0.99 0.61 0.69
A53B 5 0.82 0.51 0.78
L54A 5 1.44 0.89 0.40
L51B 6 1.56 0.87 0.43
L52B 11 1.90 0.79 0.32
L53B 7 1.69 0.87 0.28
L55B 8 1.82 0.88 0.32
G51A 9 1.82 0.83 0.29
G55A 5 1.23 0.77 0.57
G52B 10 1.79 0.78 0.45
G53B 16 2.55 0.92 0.20
G54B 12 2.21 0.89 0.22
A41B 5 1.30 0.81 0.42
A42B 3 0.74 0.68 0.74
A43B 4 1.03 0.74 0.49
A44B 3 0.77 0.70 0.72
A45B 15 2.22 0.82 0.38
L41B 4 1.14 0.82 0.58
L42B 6 1.72 0.96 0.26
L43B 9 1.75 0.80 0.43
L44B 6 1.44 0.80 0.50
G41B 7 1.59 0.81 0.34
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Tabla 7.5 (continuacién). Métricas de Diversidad para cada enriquecimiento y el
sedimento original (T0). La primera letra indica el donador de electrones empleado en el
cultivo y el nimero el pH inicial del medio. Los siguientes dos caracteres denotan las
réplicas. Riqueza (S), indice de Shannon-Wienner (H’), Equidad (E), y Dominancia (D)

Muestra S H’ E D
G42B 3 1.10 1.00 0.35
G43B. 6 1.50 0.84 0.44
G44B 10 2.14 0.93 0.23
G45B 1 0.00 0.00 1.00
A33B 14 2.31 0.87 0.30
A34B 13 2.20 0.86 0.21
A35B 13 2.28 0.89 0.28
L31B 3 1.10 1.00 0.35
L32B 4 1.12 0.81 0.55
L35B 13 2.21 0.86 0.34
G32B 9 1.96 0.89 0.26
G33B 11 2.19 0.91 0.23
G34B 11 2.14 0.89 0.22
G35B 11 2.11 0.88 0.24

Es importante destacar que en algunas de las muestras se observa una
riqgueza mayor que la del sedimento original. Esto se explica por las limitaciones de
las técnicas de biologia molecular empleadas: ya que la amplificacién se hace con
cebadores inespecificos, las OTUs que se encuentran pobremente representadas
dificilmente son detectadas; aunque, es evidente que todas las OTUs se
encuentran en el sedimento original, se encuentran tan pobremente representadas
0 estan en un estado latente por lo que es imposible detectarlas por PCR (Osborn
et al., 2000).
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Figura 7.11. Resumen de los resultados de la diversidad (H’) y el log de la riqueza de las
comunidades provenientes de los tratamientos enriquecidos mediante presion selectiva. La

primera letra indica el donador de electrones y el nUmero el pH inicial.

En la Figura 7.12 se presenta un resumen de todos los resultados obtenidos
para los tratamientos enriquecidos mediante presion selectiva. La produccién de
sulfuro y el acetato residual estan normalizados con respecto al maximo tedrico.
En los resultados globales presentados en la Figura 7.12 se observa que
solamente a pH 5 se podria relacionar a la diversidad con el donador de
electrones. Como se esperaba, a este pH el donador de electrones que fomenta
una mayor diversidad es el glicerol y el que presenta una menor, el acetato;
mostrando una concordancia con el nimero de gremios capaces de participar en
la degradacion para cada sustrato (Fig. 2.2). Para los demas niveles de acidez no
parece existir una relacion entre diversidad y donador de electrones. Debido a la
imposibilidad de realizar las amplificaciones para todas las muestras no se pudo
realizar una prueba estadistica adecuada para sustentar estas aseveraciones,
porque en algunos de los tratamientos sélo fue posible amplificar muestras de 3

réplicas, de las 5 que se realizaron.
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Acetato Lactato Glicerol
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Figura 7.12. Resultados de desempefo y diversidad para los enriquecimientos
cultivados mediante presion selectiva. La diversidad esta indicada como el indice de
Shannon-Wienner, y la produccion de sulfuro y acumulacion de acetato estan
normalizados con respecto al maximo tedrico. No se indican los resultados de

desemperio para las muestras que no se pudieron analizar mediante PCR/T-RFLP.

Los resultados indican que el glicerol promovié los niveles mas altos de
rigueza de especies, pero su diversidad no fue particularmente alta debido a la
gran dominancia que se observo por parte de algunas especies.

Por altimo, resulta interesante que las muestras que fueron expuestas a pH
3 tuvieran una mayor riqgueza de especies que aquellas cultivadas a un pH mayor,

lo anterior se puede explicar por dos razones: por una parte, a pH mas cercano a
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la neutralidad es probable que la competencia haya sido menor y unas cuantas
especies hayan dominado; ademés, a pH 3 se alcanza un pH oOptimo para el
desarrollo de bacterias acidofilicas, por lo que podria ser que la gran diversidad en
estas condiciones se debe a que se cultivaron bacterias acidofilicas que se
encontraban en condiciones Optimas de desarrollo y no las bacterias sulfato
reductoras que se esperaba cultivar. Otra sugerencia que apoya esta teoria es la
baja produccién de sulfuro en estos tratamientos, la cual va acompafiada de la
acumulacion de acetato (Figura 7.1f y 7.3f); lo anterior indica que se esta
consumiendo el donador de electrones, pero no mediante la sulfato reduccion.

Con los datos de longitud de los fragmentos obtenidos se intento realizar un
andlisis in silico para comparar el tamafio de los fragmentos con secuencias de
interés previamente reportadas, y asi encontrar secuencias putativas de BSR que
coincidieran con los resultados obtenidos (Bell et al., 2012; Rodriguez et al., 2006);
pero no se encontraron resultados congruentes con lo esperado. Es decir, en las
muestras provenientes de tratamientos en los cuales se observé sulfato reduccion
no se encontraron fragmentos relacionados a BSR previamente reportadas
(Resultados no presentados).

Esto se puede deber a las limitaciones de la base de datos en la cual se
realizé la busqueda. Para este analisis de empleé la base de datos del Ribosomal
Data Base Project (RDP; R10, U27) provista por la herramienta en linea MICA, la
cual contiene 1519357 secuencias del gen 16S rDNA bacteriano, (Shyu etal.,
2007). En estudios previos se ha denotado que la clasificacion filogenética de las
BSR se encuentra particularmente incompleta, y se ha sugerido que muchos de
los grupos de BSR gue no han sido caracterizados pertenecen a BSR presentes
en ambientes extremos (Castro et al., 2000) como los que se esperaria encontrar

en este estudio.
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9. Conclusiones

En este estudio, se evalud la posibilidad de emplear acetato, lactato, o glicerol
como donador de electrones en procesos de sulfato reduccion a pH< 5. El glicerol
resultd ser un sustrato adecuado para trabajar en condiciones &acidas en
enriguecimientos cultivados mediante presion selectiva, incluso a pH=3; no
obstante, su empleo promovié el crecimiento de bacterias sulfato reductoras
incompletas, lo que resulto en la acumulacion de acetato.

A su vez, el empleo de acetato y el lactato en enriquecimientos por presion
selectiva resultdé en una inhibicién de la sulfato reduccién en valores de pH iguales
0 menores a su pKa (4 para acetato y 3 para lactato).

Por otra parte, los resultados indican que el proceso de aclimatacion es
adecuado para promover el crecimiento de comunidades sulfato reductoras
degradadoras de acetato en condiciones de acidez (pH = 3), cuando se emplea
acetato como unica fuente de carbono. En este tratamiento se observo una
produccién de hasta 60% del sulfuro maximo tedrico con el consumo de acetato
concomitante.

El enriquecimiento de BSR capaces de consumir acetato como Unica fuente
de carbono a pH = 3 no habia sido reportado previamente, y es de gran
relevancia; este tipo de consorcios podrian ser empleados en aplicaciones
tecnologicas para el tratamiento de efluentes provenientes de la industria minera,
aumentando la eficiencia de dichos procesos.

Los resultados de los T-RFLP indican la presencia de OTUs dominantes
que parecieran ser caracteristicos para los diferentes donadores de electrones y
niveles de acidez. Contrariamente a lo que se esperaba, para todos los donadores
de electrones, se observo una riqueza de especies mucho mayor a pH de 3 que
en los niveles mas altos de pH. Ademas, se encontraron niveles de riqueza mas
elevada en los tratamientos cultivados con glicerol como fuente de carbono que en

el resto de los tratamientos.
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Desafortunadamente fue imposible obtener ADN de los tratamientos de
aclimatacion, por lo que fue imposible comparar los atributos de las comunidades
enriquecidas bajo las diferentes técnicas de cultivo.

Tampoco fue posible realizar un analisis in silico de los fragmentos
obtenidos, el problema fue que no se encontraron secuencias reportadas de BSR
para las longitudes de fragmentos que se encontraron en este estudio, por lo que

se desisti6 en realizar un analisis de esta naturaleza.
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Anexo | Caracteristicas Fisicoquimicas del Drenaje Acido de Mina

En las Figuras Al.1 y Al.2 se muestran dos caracteristicas de gran relevancia en el
tratamiento del Drenaje Acido de Mina: la concentracién de metales y de sulfato
(The International Network for Acid Prevention (INAP), 2009. Global Acid Rock
Drainage Guide (GARD Guide).http://www.gardguide.com). Ambas caracteristicas
estan estrechamente relacionadas con el pH, debido a diferentes fendmenos
fisicoquimicos. Se puede observar que el pH puede llegar a tomar valores

negativos cuando las concentraciones de estos compuestos son muy elevadas.
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Figura Al.1. Concentraciones tipicas de metales en el drenaje acido de mina (en este

caso se le denomina Acid Rock Drainage) a diferentes niveles de acidez.
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Figura Al.2 Concentraciones tipicas de sulfato en el drenaje &cido de mina (en este

caso se le denomina Acid Rock Drainage) a diferentes niveles de acidez.
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Anexo Il Métodos de extraccion de DNA

Cada uno de los métodos evaluados de extraccion de ADN empleados en este
protocolo involucra diversos procesos. En la Tabla Alll.1 se enumeran y comparan

los procesos mas importantes de cada método.

Tabla All.1. Procesos mas importantes de las extracciones realizadas mediante el
método de lisis suave propuesto por Gabor et al. 2003, y el kit comercial Power
Soil DNA Isolation Kit.

Gabor et al., 2003 Power Soil DNA Isolation Kit
Lisis mecanica No Si
Lisis quimica Si Si
Lisis enzimética Si No
Extraccion Cloroformo-Isopropanol Columnas

De los métodos de extraccion reportados por Gabor et al. (2003), se empled
el método indirecto de lisis suave, el cual no incluye lisis mecénica.

Debido a que el fabricante no es explicito en el contenido de las soluciones
empleadas en el procedimiento, se recurri6 a la informacion presente en el

protocolo del kit para determinar el tipo de lisis empleada.
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