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RESUMEN

Chile, como un pais principalmente minero, genera una gran cantidad de relaves que suscitan una
preocupacion por el potencial de liberacion de arsénico a fuentes de aguas subterraneas. La zona
de interaccion entre relaves y cuerpos de agua, y con especial relevancia zonas sulfidogénicas, que
provoca cierta preocupacion por ser un area biogeoquimicamente activa. En estas zonas
sulfidogénicas predominan bacterias sulfato reductoras que tienen un rol importante en la
movilizacion de contaminante desde relaves mineros como metales pesados (plomo, mercurio,
cadmio y otros) y metaloides toxicos como el arsénico, por lo que es importante comprender la
dindmica de estos elementos como del metabolismo de los microorganismos que permita generar
las herramientas para el control y/o abatimiento de estos contaminantes.

En este estudio, se propone el andlisis del rol de una especie de bacteria sulfato reductora (BSR),
Halodesulfovibrio aestuarii, como un modelo en el ciclaje del arsénico producto de su alta
predisposicion a ambientes contaminados y alta tolerancia a la salinidad, caracteristica de entornos
mineros.

Para ello, se analizaron una serie de mejoras en el procedimiento de cultivo. El medio de cultivo
DSMZ 195c¢ tradicional presenta Na>S como agente reductor que precipita con As(III), por lo que
este medio se modificd con 1 mM de citrato de titanio (IIT) o 1,42 mM de HCl-cisteina. El primero
generd un precipitado marrdn en conjunto al aumento paulatino del potencial reductor evidenciado
por la coloracion rosada de resazurina. Por otro lado, el segundo no evidencio cambios visuales o
del potencial reductor, siendo escogido para el analisis de crecimiento.

El analisis de la afeccion del crecimiento bajo la exposicion de arsénico fue analizado y comparado
con una bacteria modelo ferro reductora, Geobacter sulfurreducens. Mientras esta se ve
drésticamente afectada a 0,1 mM de As(Ill) y a 1 mM de As(V), disminuyendo la densidad optica
(OD) maxima un 39,3% y 71,4% respectivamente, Halodesulfovibrio aestuarii se vio levemente
afectada bajo las mismas concentraciones de As(IIl) y As(V), disminuyendo su OD solo un 21% y
59,5% respectivamente, dando indicios de un mecanismo contra arsénico mas sofisticado que su
par ferro reductora. Asi lo demuestra el analisis de las anotaciones del genoma, en donde se
evidencian estructuras asociadas a la reduccion de As(V) a As(Ill), a través de una arseniato
reductasa ArsC; la expulsion de arsenito a través de la bomba de eflujo acr3, y a la biometilacion
de este ultimo mediante una arsenito metiltransferasa ArsM. Sin embargo, la precipitacion de
sulfuros de arsénico, advertido en otras BSR, no fue evidenciada

Con ello, se revela parte del potencial de Halodesulfovibrio aestuarii como BSR modelo ante la
exposicion de arsénico, sugiriendo que su metabolismo podria entregar algunas directrices para la
generacion de tecnologias para el control y abatimiento de este contaminante en entornos
sulfidogénicos.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, Chile es el mayor productor mundial de cobre (~27% de la producciéon mundial)
y sus yacimientos se concentran en regiones como Antofagasta, Coquimbo y Tarapaca (Desierto
de Atacama) (Venditti, B., 2022). Durante el ano 2023 en Chile se produjo 5,33 millones de
toneladas métricas de cobre, lo que se tradujo en el 11,9% del Producto Interno Bruto del pais.
(Consejo Minero, 2025). La tecnologia de produccion de cobre genera un material de descarte,
constituido principalmente por material de roca molida el que es mayoritariamente acumulado en
depositos, ya sea tranques o embalses de relave, ubicados en zonas de bajas precipitaciones. La
produccion de material de descarte alcanza las 600 millones de toneladas anuales y se proyecta una
tendencia al aumento hasta las 1.000 millones de toneladas anuales o incluso mas durante la
proxima década (Direccion de estudios y politicas publicas, 2022).

La construccion de nueva infraestructura de tranques y embalses de relave permite el
almacenamiento y manejo del material con altos estdndares de seguridad. Sin embargo, una serie
de reportes (Hassan S. et al., 2024; Khademi, H. ef al., 2018; Li, W. et al., 2024; Sun, R. et al.,
2022) han destacado condiciones de mayor riesgo de liberacion de contaminantes al ambiente en
infraestructura antigua, sobre todo en condiciones ambientales producto del Cambio Climatico
(Castillo G., 2021; Erhart S. y Erhart K., 2023). Este problema es atin mayor producto del
estancamiento técnico-administrativo en el cierre de un alto nimero de faenas mineras de nuestro
pais. Por ejemplo, el Plan Nacional de Depositos de Relaves para una Mineria Sostenible reporto
que 636 relaves mineros que han cumplido su vida util ain no presentan un plan de cierre acorde
con la ley. De estos depdsitos, 463 son unidades inactivas y 173 corresponden a relaves
abandonados de los cuales se desconoce incluso la informacién respecto a la titularidad de su
propiedad (Division de Desarrollo Sostenible del Ministerio de Mineria, 2019). Estas condiciones
de riesgo pueden aumentar ya sea por el alza de la produccion de otros minerales, incluyendo
molibdeno, oro, plata y litio, o también producto de faenas de reprocesamiento de materiales de
descarte desde los propios depoOsitos.

Diversos estudios han reportado que los relaves impactan significativamente el ambiente y la salud
humana (Jiang, X., et al., 2021) ya que son fuentes de contaminantes de interés por su toxicidad y
riesgo (Tchernitchin, A., y Herrera, L., 2006). La actividad minera ha provocado que grandes areas
se contaminen con subproductos industriales y residuos mineros, principalmente ricos en arsénico
(As), generando un aumento de la prevalencia de éste en su entorno (Roussel, C. ef al., 2000). Los
efectos de la exposicion de dicho contaminante estdn asociados a un mayor riesgo oncogénico,
padecimiento de lesiones cutaneas e incluso afecciones en el desarrollo cognitivo (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 2007a). Normalmente, el agua contaminada es
la mayor fuente de exposicion de As en la poblacion (Sultan, M. et al., 2025).

La zona de interaccion entre relaves y cuerpos de agua estéd constituida en una alta proporcion por
ambientes anoxicos, es decir, carecen de oxigeno, y que sostienen una serie de procesos
biogeoquimicos tales como la ferro-reduccion y sulfato-reduccion (Keim, C. ef al., 2021; Zhang,
M. et al., 2022). Este ultimo proceso es llevado a cabo por un grupo filogenéticamente diverso de
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bacterias que tienen en comun el uso de sulfato como aceptor de electrones y la produccion de
acido sulfhidrico como producto final (Thauer, R. et al., 1989). Estas bacterias sulfato reductoras
(BSR) juegan un papel clave en la mineralizacion de la materia organica en ambientes naturales
anoxicos donde el sulfato estd disponible, incluyendo sistemas acuaticos como océanos, estuarios,
lagos y rios, entre otros. Los BSR también son componentes abundantes y relevantes para los
procesos de ensambles microbianos anaerobios de varios sistemas artificiales, incluyendo a zonas
contiguas de relaves mineros (Muyzer, G. y Stams, A., 2008). La abundancia de BSR en muchos
ambientes anoxicos se debe a que utilizan varios productos de fermentacion como donantes de
electrones, incluyendo hidrogeno y compuestos organicos como acetato, etanol, formiato, lactato,
piruvato, malato y succinato, entre otros (Jin, Q., 2012).

Una alta proporcion de las zonas de interaccion entre relaves y cuerpos de agua corresponden a
ambientes sulfidogénicos producto de que la sulfato reduccion constituye uno de los procesos
predominantes (Keim, C. et al., 2021; Zhang, M. et al., 2022). Es por esto, que la actividad
microbiana de dichas comunidades juega un rol clave en los ciclos de retencion o liberacion de
contaminantes al ambiente (Akhavan, A. y Golchin, A., 2021).

En particular, el riesgo del As en el ambiente es influenciado por su toxicidad y movilidad. Los
oxianiones arsenito (As(IIl)) y arseniato (As(V) corresponden a las dos formas de arsénico mas
dominantes en el ambiente (Nordberg, G. et al., 2007). Mientras el arsenito es mas dominante en
zonas reductoras, es a su vez 30 veces mas toxico que el arseniato, el que es mas dominante en
zonas mejor aireadas (Neff, J., 1997). La movilidad del arsénico en el ambiente es controlada en
gran medida por procesos de sorcion, fuertemente influenciados por la especiacion del As en medio
acuoso, lo que a su vez es definido por el pH y el potencial de oxidorreduccion (Charlet, L. ef al.,
2011).

Sin embargo, la actividad microbiologica puede ser ampliamente contribuyente en la distribucion
del arsénico en el ambiente, tanto por la oxidacion de As(IIl) a As(V), como por la reduccion de
su forma pentavalente a arsenito (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002), extensamente mas movil
por su baja adsorcion en comparacion con las formas de arseniato. También, este tltimo puede ser
liberado producto de la actividad de bacterias ferroreductoras que generen la disolucion reductora
de oxidos férricos, proceso ampliamente estudiado (Cummings, D. et al., 1999), no asi el impacto
de la reduccion disimilatoria de sulfato, y es que, este proceso, ejerce un impacto significativo en
la movilizacion y fijacion del arsénico (Burton, E. ef al., 2013).

El sulfuro, producto de esta actividad microbiana de especies sulfato reductoras, desencadena una
serie de reacciones quimicas que influyen directamente en el destino de metales pesados como del
arsénico (Lewis, A., 2010), ya que este precipita en forma de minerales de sulfuro de arsénico
(Newman, D. et al., 1997b), facilitando su inmovilizacion en condiciones reductoras. También,
puede mediar la coprecipitacion del arsénico con hierro, o propiciar la adsorcion del arsénico sobre
la superficie de los sulfuros de hierro precipitados, contribuyendo asi a la retencion de este
elemento en el medio (Burton, E. et al., 2013; Fares, A. y Singh, S., 2020).
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Es por ello por lo que, la liberacion de arsénico desde relaves y su transporte hacia cuerpos de agua
genera preocupaciones por el desarrollo de efectos adversos en la poblacion, lo que determina que
el entendimiento de las transformaciones de arsénico en dichos ambientes sea clave para disminuir
su riesgo (Taschereau, C. y Fytas, K., 2000).

La presente investigacion se enfocard en la interaccion de microorganismos sulfato reductores y
arsénico en ambientes sulfidogénicos, utilizando como modelo la bacteria Halodesulfovibrio
aestuarii, evaluando los efectos de su actividad metabdlica en la biodisponibilidad del arsénico en
este tipo de ambientes, realizando un contraste con una bacteria modelo ferrorreductora bien
estudiada, Geobacter sulfurreducens. Los alcances de esta investigacion contribuyen
significativamente al entendimiento de la dindmica de contaminantes prioritarios por su
distribucion, movilidad y toxicidad, como es el caso del arsénico, pudiendo contribuir al desarrollo
de tecnologias para el manejo o saneamiento de relaves mineros.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general
Evaluar el rol de una especie de bacteria sulfato reductora (BSR), Halodesulfovibrio aestuarii, en
el ciclaje de As en ambientes sulfidogénicos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Testear una serie de mejoras técnicas para la evaluacion del efecto de As en el crecimiento
de H. aestuarii.
e Evaluar el potencial metabolico y su interaccion con As de la especie SR H. aestuarii.
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2. MARCO TEORICO

2.1 MINERIA Y RELAVES EN CHILE

En el afio 2023, alrededor del 11.9% del Producto Interno Bruto del pais fue asociado con la
actividad minera, destacandose con 29.290 millones de US$ solo en la contribucion del cobre
contando con mas de 5.330 de miles de toneladas métricas de mineral de cobre producido, y de
10.693 millones de US$ de otras actividades mineras (Consejo Minero, 2025), destacandose la
exportacion de molibdeno, oro, plata y hierro. De esta actividad, el material de descarte
denominado relave, consistente en una suspension de solidos en liquidos en una pulpa, es
acumulado en zonas especificadas para ello, en donde se debe realizar el monitoreo del
comportamiento estructural e hidraulico del deposito, buscando minimizar la filtracion de aguas
contaminadas al exterior de este o a cursos de aguas subterraneas (Ministerio de Mineria de Chile,
2007).

Debido a lo anterior, Chile cuenta con numerosos relaves de diversa antigiiedad que datan
principalmente de los comienzos de la expansion de la mineria del cobre en el pais, a principios
del siglo XX (Torres, J., 2002), y su produccion continua en constante crecimiento, acumulando
un total de 600 millones de toneladas anuales al 2022, proyectandose incluso un aumento a 1000
millones de toneladas anuales o superior en la década del 2030 (Direccion de estudios y politicas
publicas, 2022).

Estos relaves, como reservorios de desechos de minerales de metales de importancia comercial,
pueden impactar significativamente el entorno ecologico (Jiang, X. et al., 2021) producto del riesgo
de la liberacion de contaminantes de interés por su toxicidad y riesgo tanto para el ambiente como
para la salud (Tchernitchin, A. y Herrera, L., 2006). Sin embargo, y pese a que actualmente se
cuenta con la legislacion que exige el constante monitoreo y la ejecucion de medidas mitigatorias
a fin de evitar la contaminacion de los espacios aledafios como de los cursos de aguas superficiales
y subterraneas, existe un gran numero de relaves con potencial de liberacion de contaminantes
(Direccion de estudios y politicas publicas, 2022). Para mediados del afio 2023, se registraron un
total de 764 depositos de relaves mineros en el Catastro Nacional de Depositos Mineros, en donde
tan solo en 653 se han realizado los andlisis geoquimicos correspondientes, es decir, respecto a la
composicion de estos y al riesgo potencial que supone la presencia de algunos elementos y
compuestos reconocidos como contaminantes (SERNAGEOMIN - Subdireccion de Mineria,
2023). De estos ultimos, un total de 636 depodsitos de relaves han cumplido con su vida util y no
presentan un plan de cierre acorde a la ley, entre los cuales 463 son catalogados como inactivos, es
decir, se tiene informacion respecto al titular, y 173 como abandonados, desconociéndose el titular
a cargo de estos (Division de Desarrollo Sostenible del Ministerio de Mineria, 2019).

En Chile, no existe aun normas de calidad de suelos con los cuales se buscaria el analisis, monitoreo
y remediacion de estos relaves. Segun el articulo 11 del Titulo II del Decreto 40 del 2003, que
Aprueba el Reglamento del Sistema de Evaluacion de Impacto Ambiental, se admite la utilizacion
de normas de 14 paises como referencia (Ministerio del Medio Ambiente de Chile, 2013), ante lo



cual, y por la similitud geoquimica de los suelos, como también por la generacion de un marco
regulatorio riguroso en la gestion de suelos contaminados, generalmente es utilizada para estos
casos la norma de la Republica Italiana (Neaman, A., 2022).

Segun datos del 2023 del Departamento de Evaluacion de Proyectos Mineros, del Servicio
Nacional de Geologia y Mineria (Divisiéon de Desarrollo Sostenible del Ministerio de Mineria,
2019), de los 629 depositos de relaves catastrados, 301 y 284 relaves superan la norma ambiental
italiana respecto a la calidad de suelos para “Sitios para uso residencial y area verde publica y
privada” y “Sitio para uso comercial e industrial” (Ministerio Della Giustizia Italiano, 2006) para
arsénico respectivamente en alguno de los puntos de muestra, siendo también recurrente en otros
elementos de importancia por la toxicologia asociada, como el Plomo (Pb), Mercurio (Hg) y
Cadmio (Cd), evidenciados en la Tabla 1, siendo ademés que mas del 8% de estos relaves
catastrados, que superan la norma italiana expuesta, estdn en calidad de abandonados y mas del
77% como inactivos, sin un plan de contencion (Figura 1).

Tabla 1. Numero de depdsitos de relaves mineros que superan la Norma Italiana de calidad
de suelos, para areas verdes publicas o privadas y para zonas comerciales y/o industriales
(Tabla A - 1). Elaboracion propia en base a datos SERNAGEOMIN - Subdireccion de
Mineria (2023).

Areas Verdes Publicas/Privadas Zonas Comerciales/Industriales
N°

Depésitos
coQuimMBO 320 208 123 166 312 46 117 66 12
ATACAMA 143 116 91 56 112 44 84 19 2
VALPARAISO 65 44 22 7 49 7 20 2 8
ANTOFAGASTA 46 38 27 8 42 16 27 1 11
METROPOLITANA 26 18 13 4 20 10 13 0 5
OHIGGINS 14 14 12 2 10 3 11 0 3
AYSEN 9 9 9 6 9 8 8 0 7
TARAPACA 1 2 3 0 0
MAULE 1 1 1 0 1 0 1 0 0

Es asi como, debido a las condiciones ambientales, los depositos de relaves mineros presentan una
alta predisposicion a la contaminacién del medio ambiente (Jiang, X. ef al., 2021). La dispersion
de material particulado seco y fino, levantado por la accion del viento, transporta particulas
cargadas de metales pesados que pueden ser inhaladas o depositarse en suelos y cuerpos de agua
cercanos (Khademi, H. ef al., 2018), contaminando ecosistemas y representando un riesgo para la
salud humana (Stovern, M. et al., 2016). El contacto directo con los relaves, ya sea por actividades
agricolas como la produccion de granjas sobre estos depdsitos o por el uso de estas areas como
zonas publicas (Por ejemplo, lo expuesto en la Figura C - 1), expone a las personas y al ganado a
altas concentraciones de contaminantes, facilitando la bioacumulacion de metales pesados en la
cadena tréfica (Yu, H. ef al., 2023), siendo importante un analisis detallado previo al cambio del
uso de dichos suelos. Ademas, la escorrentia superficial durante eventos de lluvia arrastra material
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Figura 1. Porcentaje de los relaves que superan la norma italiana de contaminacion de suelo
por arsénico para zonas industriales y comerciales (izquierda) y zonas verdes publicas o
privadas (derecha) segin el estado en que se encuentran: INACTIVO, en desuso y con
propietario conocido; ACTIVO, en uso actual (para el afio del catastro); y ABANDONADO,
con propietario desconocido o inubicable. Elaboracion propia en base a datos de
SERNAGEOMIN - Subdireccion de Mineria (2023).

particulado y disuelto hacia cuerpos de agua superficiales, alterando su calidad (Sun, R. ef al.,
2022). Los lixiviados, generados por la percolacion de agua a través de los relaves, infiltran el suelo
y pueden contaminar las aguas subterraneas (Li, W. et al., 2024), una fuente crucial de agua potable
y para ecosistemas. Es por ello por lo que, la zona de interaccion entre relaves y cuerpos de agua,
sean superficiales como subsuperficiales, generan una creciente preocupacion por el rol clave que
presentan en la liberacion de contaminantes al ambiente (Akhavan, A. y Golchin, A., 2021).

Esto es alin mas relevante considerando que el agotamiento del mineral provoca un aumento de los
contaminantes presentes en el material extraido, concentrdndolos ain mas en los relaves
actualmente activos y exponiendo a una situacion de mayor liberacion de estos, siendo el
contaminante mas estudiado en esta condicidén y que es preocupante debido a su toxicidad, el
arsénico (Figura 2).

o (xidos w— SUlfuros

Ley de cobre (%)

Ley de arsénico (%)

Vv

[TTTTTTTTTTITTT T T T T TTTTTTTTT [ I I I I I I I |
1992 1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Figura 2. Ley de cobre en 6xidos y sulfuros y ley de arsénico en estos minerales a través de
los afios (Ecometales, 2016).



La alta especiacién en combinacion con la alta prevalencia en el ambiente del arsénico, ha generado
que se evidencie este contaminante en distintos tipos de minerales (Smedley, P. y Kinniburgh, D.,
2002), por ejemplo, en la Tabla A - 3 se presentan distintos minerales en los cuales se han
encontrado concentraciones variables de arsénico, sea adherido superficialmente o de manera
quimica en estos.

También, ante el aumento de la concentracion de arsénico en los concentrados de cobre, producto
del agotamiento del mineral, se han planteado diversos procesos para eliminar este contaminante,
destacando la adhesion y coprecipitacion en minerales de hierro (Jiang, X. et al., 2015; Swash, P.
y Monhemius, A., 1998). El mas importante de estos, es la formacion de Escorodita (FeAsOas
2H>0), el cual es desechado y acumulado en rellenos de seguridad destacando la estabilidad del
mineral (Ecometales, 2016). Sin embargo, la estabilidad de este mineral depende de las condiciones
ambientales como de la actividad microbiologica a la cual sea sometido. Krause, E. et al. (1989)
demostrd el efecto de la razon Fe:As en la solubilidad de ferrihidrita precipitada con arsénico,
indicando que a valores menores a 4 la solubilidad aumenta rapidamente. Pese a ello, sobre dicho
valor, la presencia de CO; como de reactivos solidos como pirita y pirrotina no aumentan la
solubilidad de este, indicando que este mineral es generalmente estable a condiciones atmosféricas.

Es asi como, el arsénico puede liberarse desde estos rellenos y relaves, y entrar a los sistemas
acuaticos, a suelos y sedimentos (Akhavan, A. y Golchin, A., 2021), exponiendo a la poblacién y
colmando la salud de esta, siendo asi, un riesgo inminente y presente a tomar en cuenta.

2.2 ARSENICO, UN TOXICO PREDOMINANTE

El arsénico, es un metaloide con numero atomico de 33 perteneciente al grupo 15 de la tabla
periodica, anteriormente llamado “grupo del nitrogeno™ o “grupo Pnictogeno”, al igual que el
nitrogeno (N° atémico 7) fosforo (N° atdmico 15), el Antimonio (N° atomico 51) y Bismuto (N°
atémico 83), compartiendo la configuracion electrénica de su capa de valencia ns’p® y, por lo tanto,

algunas otras propiedades como la energia de ionizacion y la afinidad electronica (Burford, N. et
al., 2011).

Puede encontrarse naturalmente en gran parte de la corteza terrestre (Tabla A —4) con un contenido
promedio de 2 mg/kg (Fares, A. y Singh, S., 2020), en formaciones cristalinas, pulverulentos,
vitreos o acuosos (Sultan, M. et al., 2025). Algunos de los principales minerales de arsénico
presentes en la naturaleza son presentados en la Tabla A - 2.

Este, presenta los estados de oxidacion -3, 0, +5 y +3, presentandose en ambientes acuaticos
naturales producto de la disolucion mineral natural de los depositos geoldgicos la descarga de
efluentes y la sedimentacioén atmosférica (Ortiz, J. et al., 2022), en sus formas inorganicas como
oxianiones de arsenito trivalente As(IIl) o arseniato pentavalente As(V) (Smedley, P. y Kinniburgh,
D., 2002), como también en minerales como la arsenopirita (AsFeS), rejalgar (AsS) y oropimente
(As2S3), incluso reemplazando al fosfato por su afinidad quimica en la apatita (composicién
aproximada Cas(POa4)3(F,CLLOH)) (Boyd, C., 2020), siendo encontrado en Chile principalmente en
los minerales calc6fidos naturales como la arsenopirita y enargita (Cu3zAsSs) (Byrne, S. ef al.,
2010). También, es posible encontrarlo en formas organicas, producidos por algunos
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microorganismos, como compuestos arsenicales metilados de As(Ill) y As(V) (de Francisco, P. et
al., 2021) como acido monometilarsonico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA) y el 6xido de
trimetilarsina (TMAO), entre otros, evidenciados en la Figura 3.
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Figura 3. Principales formas quimicas del arsénico inorganicas y organicas encontradas en
la naturaleza (de Francisco, P. et al, 2021)

En sistemas acuaticos, suelos y sedimentos, la especiacion del arsénico esta fuertemente controlada
por el potencial de 6xido-reduccion (Eh), el pH y la presencia de iones complejantes (Panagiotaras.
D. et al., 2012). En condiciones oxidantes y generalmente a valores de pH neutro a alcalino, la
especie dominante es el arseniato, que se presenta como aniones oxigenados como H2AsO4, a pH
cercanos a 6.9, y HAsO4?>~ a pH mayores (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002). Por otro lado, en
condiciones reductoras y a valores de pH mads acidos a neutros, el arsenito [As(IIl)] se convierte en
la especie predominante, principalmente en su forma neutra y mayormente movil H3AsO3 (Shaw,
D., 2006) aunque también como H,AsOs~ y HAsOs? a pH alcalino Figura 4.
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Figura 4. Diagrama Eh-pH para el sistema As—O2-H:20, a 25°C y 1 bar de presion total
(Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002.



En presencia de concentraciones altas de sulfuro, las especies disueltas de sulfuro de arsénico
pueden ser significativas, en donde las condiciones de alta acidez y ambientes reductores favorecen
la precipitacion de oropimente (As>S3) y rejalgar (AsS) ademas de otros minerales sulfurados en
donde el As coprecipita (Zhu, X. et al., 2015), esperandose por lo tanto un bajo contenido de As
en aguas con una alta concentracion de sulfuro libre (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002), y a
condiciones reductoras extremas la posibilidad de formar HAsS», derivados de arsina (AsH3), y
arsénico metalico (Panagiotaras. D. et al., 2012), como es posible ver en la Figura 5.
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Figura 5. Diagrama Eh-pH para el sistema As—O-H-S, en donde el equilibrio es impuesto
con S(a)8(s) y las areas sombreadas corresponden a las fases solidas (Couture, R. y van
Cappellen, P., 2011)

2.2.1 Movilizacion de As en la naturaleza

Por la abundancia de este elemento en la naturaleza, el arsénico esta altamente distribuido en la
corteza terrestre (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002). La fuerte influencia de la interaccion agua-
roca, dependiendo de la fuente de As como de las condiciones geoquimicas del ambiente, genera
que se evidencien mayores concentraciones en aguas subterraneas (Sultan, M. et al., 2025). Sin
embargo, el rango de concentraciones es amplio y, por lo tanto, dificil de obtener valores tipicos
debido a que muchos estudios se centran preferentemente en zonas altamente contaminadas o
problemadticas (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002).

Debido a esto, la movilizacion de este elemento en la naturaleza estd bien estudiada solidas
(Couture, R. y van Cappellen, P., 2011; Yang, H. et al., 2012). Los principales mecanismos que
provocan la movilizacion o inmovilizacion de As son la disolucion y precipitacion, la adsorcion y
sorcion (o coprecipitacion), y la reduccion y oxidacion (Panagiotaras, D. ef al., 2012):

a) Disolucion y precipitacion
La especiacion de As esta principalmente influenciada por los cambios en el pH y en el potencial
de oxido reduccion (Eh) (Panagiotaras, D. ef al., 2012), como puede evidenciarse en la Figura 6.
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Figura 6. Disolucion y precipitacion de As producto de cambios en el medio y mediado por
bacterias sulfato reductoras. Las condiciones de pH y potencial redox influyen en las especies
de As, liberandolo o precipitandolo, sin embargo, microrganismos sulfato reductores
pueden, a través de la produccion de sulfhidrico, precipitar As como sulfuro. Elaboracion
propia.

En condiciones altamente reductoras y/o acidas, y a altas concentraciones de sulfuro, se favorece
la precipitacion del arsénico presente en la fase acuosa en forma de realgar (AsS) y oropimente
(As2S3), como también de otros minerales sulfurados (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002). Por el
contrario, en el ambiente, ante condiciones alcalinas, la oxigenacion del medio y el aumento del
Eh, los minerales sulfurados de arsénico tienden a oxidarse y disolverse, como lo evidenciado en
la Figura 7, predominando la especie oxidada pentavalente (Mirazimi, M. ef al., 2021).
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Figura 7. Disolucion de As2S3. A la izquierda, el efecto del pH en la liberacion de arsénico

total a través de los dias, mientras que a la derecha, el estado de oxidacion principal del
arsénico disuelto (arsenito As(III) y Arseniato As(V)) (Mirazimi, M. et al., 2021).

También, los microorganismos generan una influencia notoria en la especiacion de arsénico en el
ambiente (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002. En 1997 (b), Newman, D. et al. lograron aislar una
BSR desde el Upper Mystic Lake (Woburn, Mass., EE. UU.), lago con una alta concentracion de
arsénico (Aurillo, A. et al., 1994), a la que nombraron Desulfotomaculum auripigmentum
(reclasificada en el 2003 por Stackebrandt, E. ef al. como Desulfosporosinus auripigmenti), la cual



evidenciaron la capacidad de reducir disimilatoriamente arseniato, lo que acoplado a la reduccion
disimilatoria de sulfato, generd un precipitado amarillo de As;S; intra y extra celular.

b) Desorcion y coprecipitacion
La sorcidn en particulas solidas es crucial en la movilidad del arsénico (Wolthers, M. et al., 2007),
ya que el arsénico puede adherirse firmemente a la superficie de ciertos minerales (Figura 8).

sulfuros de Fe

Ferro reduccion
microbiana

Figura 8. Sorcion y coprecipitacion de As producto de las condiciones ambientales como por
efecto del metabolismo microbiano. Elaboracion Propia.

En condiciones oxidantes, la especie predominante de arsénico es la pentavalente como oxianion
(AsO43), el cual presenta una alta afinidad con la superficie de distintos minerales (Fakhreddine,
S. y Fendorf, S., 2021), principalmente 6xidos de Fe, Mn y Al, como Goethita (FeOOH), Hematita
(Fe203), Birnessita ((Na,Ca,K)o.s(Mn*" Mn>"),04 - 1.5H,0), Gibbsita (Al(OH)3) y la Caolita (Al
S1,05(OH)4) (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002), como es posible evidenciar en la Tabla A - 2.
Es por esto por lo que, la valencia de los cationes en el agua intersticial de las arcillas en sedimentos
aumentan la sorcion del arseniato al aumentar la carga positiva superficial de estas, facilitando los
mecanismos de puenteo cationico (Fakhreddine, S. y Fendorf, S., 2021). También, por su similitud
quimica con el As en su forma pentavalente, los iones fosfatos (PO4>") compiten por los sitios
activos en la superficies de los minerales (Fendorf, S. et al., 2010), incluso compitiendo con los
iones sulfato (SO4%"), por ejemplo en el yeso (Zhu, X. et al., 2015), aunque en menor medida,

Al contrario de que los cationes de metales traza toxicos, como Pb**, Cu?*, Ni**, Cd**, Co?*, Zn**,
que se vuelven cada vez mds insolubles a mayores pH ante la fuerte adherencia a 6xidos metélicos
hidratados, arcilla o materia orgéanica, los oxianiones, incluyendo al arseniato, tienden a adsorberse
con menor fuerza ante dicho aumento de pH (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002). A valores de
pH alcalinos, el desplazamiento de iones hidroxilos movilizan el arsénico compitiendo por los sitios
activos de sorcidon en estos minerales (Martifia, D. et al., 2018). Por el contrario, en condiciones



altamente reductoras y acidas, con altas concentraciones de sulfuro, el As puede coprecipitar en
minerales sulfurados y carbonatos (DeVore, C. et al., 2019), siendo la pirita un importante
sumidero de este contaminante (Wolthers, M. et al., 2007), siendo ademds posible la desorcion
desde sulfuros de Fe (II), minerales predominantes en ambientes sulfidicos anoxicos (Fendorf, S.

et al., 2010) y la formacién de complejos sulfurados de arsénico solubles, como tioarsenatos
(As™Y)S4>) y tioarsenitos (As'VS3%") (Saalfield, S. y Bostick, B., 2009).

Por otro lado, metales pesados como Mn, Cd y Pb, como también metales alcalino térreos como
Ca Mg y Ba pueden precipitar con arseniato, aunque con una relativamente alta solubilidad,
generando un impacto limitado en las concentraciones de arsénico acuoso (Fendorf, S. et al., 2010).

También, Schultze-Lam, S. et al. (1996) indica la facilidad de adherencia de metales en la
superficie de la pared celular de los microorganismos, promoviendo una eventual precipitacion de
biominerales, siendo los exopolisacaridos generados en la biopelicula microbiana un sitio ideal
para la sorcidon de metales y su posterior precipitacion (Fleming, H., 1995).

Otro mecanismo que permite la desorcion y coprecipitacion de arsénico es la reduccion
disimilatoria de los minerales en que el arsénico este adherido, producto de la actividad microbiana
(Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002). Procesos como la ferro reduccion, mediada por BFR como
las especies de Geobacter, reducen el Fe(Ill) solido a Fe(Il) acuoso, liberando As al solubilizar la
matriz solida a la que este esta adherido (Osborne, T. et al., 2015). En el 2013, (Giloteaux, L. et
al., 2013) notaron que, en el proceso de biorremediacion de uranio, la reduccion de U(VI) es
acoplada a la reduccion de 6xidos de Fe(Ill), elevando las concentraciones de As acuoso ante la
adicion de materia orgéanica para estimular la microbiota de la zona contaminada, evidencidndose

también la transcripcion de genes asociados al estrés microbiano por dicho contaminante (Figura
9).
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Figura 9. Efecto de la adicion de acetato en zona contaminada con U(VI) en la concentracion
de arsénico (izquierda) y en la transcripcion del gen acr3 (derecha), que codifica la bomba
proteica de As(III) Acr3 (Giloteaux, L. ef al., 2013).

Por el contrario, el Fe(Il) acuoso liberado por BFR y, en conjunto con el efecto del metabolismo
de BSR con la produccion de S(-IT), promoveria la formacion de magnetita (Fe**Fe**,04) y sulfuros
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de hierro, los que tienden a coprecipitar con As(IIl) principalmente, aunque una pequefia porcion
de As(V) puede adherirse a este (Saalfield, S. y Bostick, B., 2009).

El arsénico también puede adherirse a carbonatos como calcita (CaCO3), dolomita (CaMg(COs3)2),
y yeso (CaSO4:2H>0) (Zhu, X. et al., 2015) y por lo tanto, liberarse ante la dilucion de estos
minerales tanto por efectos ambientales como producto de la actividad microbiana de BSR (Meng,
X. et al., 2016). Jiang, X. et al. (2024) demostraron que se puede liberar As de estos minerales a
través de dos mecanismos principales, la disolucion de los minerales producto de la generacion
acetato, H>S y CO», que reducen localmente el pH, como también a través de la ruptura de los
enlaces de hidrogeno desde la superficie del mineral.

(] Reduccion y Oxidacion

La dindmica del arsénico (As) en sistemas ambientales esta regida principalmente por reacciones
abidticas como también por la actividad microbiana (Figura 10). El As(V) presenta una mayor
adherencia a minerales de hierro, por lo que su reduccion a As(IIl), provocara la liberacion de este
elemento a la fase acuosa (Smedley, P. y Kinniburgh, D., 2002).
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Figura 10. Reduccion y Oxidacion de As por agentes inorganicos y microorganismos.
Elaboracion propia.

En condiciones anaerdbicas, agentes reductores inorganicos como S(-II) y Fe(Il), asi como la
materia organica disuelta, pueden mediar esta transformacion a As (III), liberandolo, aunque a una
cinética lenta a pH neutro (Saalfield, S. y Bostick, B., 2009).

Por ello, la reduccion de As(V) a As(III) es principalmente mediada a través de microorganismos
arseniato reductores, liberando este tltimo igualmente (Fendorf, S. e al., 2010). Esta reduccion del
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arseniato presente en ambiente puede ser realizada a través de dos mecanismos principales que
difieren en la finalidad, y son la detoxificacion y la respiracion (Smedley, P. y Kinniburgh, D.,
2002), mediados por los operones ars y arr respectivamente (Yan, G. et al., 2019), los que son
abordados en profundidad en la seccion 2.2.3 Mecanismos de accion celular.

Por ejemplo, Cai, X. et al. (2016) lograron aislar 3 especies distintas, filogenéticamente cercanas a
Bacillus, Desulfitobacterium y Exiguobacterium respectivamente, que fueron capaces resistir altas
concentraciones de arsénico en un ambiente anoxico y de reducir y liberar As(V) hasta incluso un
90,5% del As presente en goetita; también, Babechuk, M. et al. (2009) evidencio la liberacion de
arsénico desde simplesita [Fe(II)3(As(V)Oa4)2 - 8H20] a través de la reduccion disimilativa de As(V)
por parte de Shewanella sp. cepa ANA-3, y no solo eso, sino también que evidenciaron la
precipitacion de nanoparticulas, las cuales determinaron que consistia en un mineral reducido de
As-Fe similar a arseniatos férrico.

Por otro lado, la oxidacion de As(IIl) a As(V) ocurre principalmente por métodos quimicos a una
tasa rapida (Yuan, C. et al., 2023), a través de oxidantes fuertes como minerales de 6xidos de
manganeso, minerales de alta reactividad y abundancia en el ambiente (Oscarson, D. ef al., 1981),
y rdpidamente disminuye la tasa de reaccion al ser bloqueados los sitios activos de la superficie del
mineral por el aumento de la concentracion de As(V), Mn(II) y posiblemente Mn(I1I) (Lafferty, D.
et al., 2010). Dong, D. et al. (2014) demostraron que, a través del cultivo en muestras de suelo de
un campo de arroz en Japon, la oxidacion de As(IIl) fue principalmente mediada en un inicio por
oxidos de manganeso, a un ritmo del 28 al 38% de As(III) diario, cesando a las 24 horas producto
de la pasivacion de los sitios activos de la superficie de los minerales, y posterior a este la
predominancia fue biotica a través de bacterias As(III) oxidantes a un ritmo desacelerado, entre 2,5
a 2,8% diaria de As(III).

Ademas, condiciones aerobias, es decir, ante la exposicion del oxigeno atmosférico, el As(III)
puede oxidarse a As(V) pero, en ausencia de catalizadores como peroxido de hidrogeno, dioxido
de azufre, ion ferrato (Fe®"), ozono u otros, tiende a ser una reaccion lenta (Nazari, A. et al., 2017).
Por otro lado, a una menor velocidad de reaccion y posterior a la etapa quimica anaerobia, la
oxidacion es mediada por microorganismos As(IIl) oxidantes (Yuan, C. et al., 2023), sin embargo,
se han encontrado evidencias de oxidacion de arsenito mediada por microorganismos a una mayor
velocidad en aguas geotérmicas y termales (Oremland, R. y Stolz, J., 2003). En este caso, el
mecanismo es mediado por los operones aioBA, ampliamente encontrado en microorganismos
autotrofas y heterdtrofas aerobias, y arx, de menor presencia y encontrado en microorganismos
anoxicos fotosintéticos y quimiolitoautotrofo, que acoplan la oxidacion de As(III) a procesos de
reduccion de, por ejemplo, nitrato (Yan, G. ef al., 2019).

2.2.2 Toxicidad

La toxicidad del arsénico dependera de distintos factores. Condiciones ambientales como el pH, la
temperatura, el contenido de materia orgdnica, humedad, el estado redox como la influencia biodtica
son influyentes en la capacidad toxicologica de este contaminante ya que afectan directamente su
especiacion y biodisponibilidad (De Francisco, P. et al., 2021).
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Los efectos toxicologicos del arsénico son conocidos desde la antigiiedad (Frith, J., 2013), desde
su uso como medicamento por Hipdcrates durante el siglo I a.C. en la antigua Grecia, quien
recetaba sulfuros de arsénico, como realgar y oropimente, para el tratamiento de ulceras cutianeas
(Jacob, H., 2008); pasando por los numerosos y meticulosos envenenamientos durante el imperio
romano, como por ejemplo el emperador Neron envenenando a su hermanastro Tiberius
Britannicus en el afio 55 d.C. para asegurar su posicion como emperador romano (Frith, J., 2013)
con un mayor énfasis durante el Renacimiento, como por ejemplo los envenenamientos en las
familias Medicis y Borgias, dos familias de renombre de dicha época (Retief, F. y Cilliers, L.,
2000), o la famosa asesina de cientos de hombres Giulia Toffana y su hija, Girolama Toffama
(Frith, J., 2013); los envenenamientos accidentales por su uso frecuente como tinte en pinturas y
telas, como los colores verde de Scheele (CuHAsO3) y verde de Paris (Cu(AcO), - 3Cu(AsO2)2)
(Silva, 2013); hasta su uso como arma quimica durante la primera guerra mundial, como la arsina
(AsH3) y la lewisita (C2H2AsCl3) (Flora, S., 2015) y su prohibicion como arma en el 1997 por la
Convencion de Armas Quimicas (CWC por sus siglas en inglés). Inclusive, la exposicion humana
a arsénico se data de la antigliedad, encontrando rastros de este elemento en el cabello de momias
Chinchorros, en el desierto de Atacama, Chile, con al menos 1000 afios de antigliedad (Byrne, S.
etal., 2010).

Por ello, y debido a su alta toxicidad como también por ser un carcinégeno bien estudiado (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 2007), la Organizacion Mundial de la Salud,
establece como limite de concentracion para cuerpos de agua subterraneos de maximo 10 ug L!
(World Health Organization, 2024). En Chile, existe normativa (Decreto 90, 2000; Decreto 106,
1997; NCh 409, 2005; NCh 1333, 1978) que indican las concentraciones limites para este
contaminante en descarga de residuos liquidos segun el cuerpo de agua respectivo, como también
respecto al uso del agua, indicando valores entre 0,1 a 1 mg L' (Tabla A - 6).

La toxicidad depende del estado de oxidacion, la estructura quimica y la solubilidad. La escala de
toxicidad del arsénico disminuye generalmente en la siguiente direccion: Arsinas (AsHs y
sustituciones halogenadas) > As(IIl) inorgénico > As(IIl) organico > As(V) inorganico > As(V)
organico > compuestos arsenicales y arsénico elemental (Ortiz, J. ef al., 2022), siendo el arsénico
trivalente alrededor de 60 veces mas toxico que el arseniato (Mabuchi, K. ef al., 1979) y los
compuestos inorganicos alrededor de 100 veces mas toxicos que los compuestos metilados de
arsénico (Thompson, D., 1993).

El arsénico trivalente As(IIl) ingresa a las células a través de las acuagliceroporinas y las hexosas
permeasas (solo evidenciadas en levaduras y mamiferos) (Dhuldhaj, U. et al., 2012), proteinas
transportadoras encargadas de incorporar a las células agua, solutos no polares como la urea y
glicerol, las especies reactivas de oxigeno, peroxido de hidrogeno, y gases como amoniaco, didxido
de carbono y 6xido nitrico, y otros metaloides como Sb(III) (De Francisco, P. et al., 2021).

Este, presenta una gran afinidad a los grupos tioles (-SH) de proteinas y por los grupos sulhidrilos

vecinales, pudiendo inutilizarlas e inhibir el metabolismo oxidativo, por ejemplo, del 4cido lipoico
y, por lo tanto, de la enzima piruvato deshidrogenasa que depende integramente de este acido
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(Dhuldhaj, U. et al., 2012), afectando al proceso de oxidacion de piruvato a acetil-CoA, un
precursor de los intermediarios del ciclo del acido citrico, e inhibiendo asi la produccion de ATP
(Hughes, 2002). Chill¢, D. et al. (2022) demostrd que el As(Ill) también puede interactuar con
grupos carboxilos (-COOH), que a su vez puede desplazar los grupos hidroxilos del 4cido arsenioso
(As(OH)3), y con los grupos amino (-NH»), e igualmente con estos mismos grupos en las
inmediaciones (incluidos grupos tioles, con mayor afinidad por estos), inhibiendo el metabolismo
asociado a las proteinas y enzimas afectadas.

También, se ha relacionado el arsenito con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS
por su siglas en ingles), que agotan las reservas de glutation y, por lo tanto disminuye la capacidad
antioxidantes de las células (Hughes, M., 2002); y con la inhibicién del mecanismo de reparacion
del ADN (Rosen, B. y Tamds, M., 2010), induciendo dafios al ADN a través del estrés oxidativo
directo, el dafio oxidativo y las alteraciones en las proteinas de reparacion del ADN pueden
conducir a una reparacion alterada del ADN (Zhou, X. et al., 2021), siendo estas las bases de los
mecanismos cancerigenos y co-carcinogénicos del arsénico.

Por su parte, el arseniato As(V), por su similitud quimica con el ion fosfato (PO4>"), logra entrar a
las células a través de los canales de fosfatos Pit, canal de baja afinidad e impulsado por la fuerza
motriz de protones, y Pst, canal de mayor afinidad impulsado por la utilizaciéon de ATP (Yang, G.
et al., 2015), compitiendo directamente con este ion esencial en, por ejemplo, la reacciéon con
glucosa y gluconato, inhibiendo a la hexoquinasa y el metabolismo de la glucosa (Hughes, M.,
2002), como también actuando como un desacoplador de la fosforilacion oxidativa (Dhuldhaj, U.
etal., 2012).

Por otro lado, el ingreso de especies orgéanicas de arsénico metilado a las células, tanto para As(I1I)
como As(V), ocurre similar que sus versiones inorganicas, es decir, son absorbidos por las bacterias
a través de permeasas de fosfato o acuagliceroporinas (Yan, G. et al., 2019), e igualmente presentan
efectos similes en la célula. Sin embargo, la toxicidad variara enormemente entre compuestos, en
donde, por ejemplo, especies de arsénico trivalentes organicas, como MMA(IIl) y DMA(III),
tienden a ser mas toxicas que sus versiones inorgénicas (De Francisco, P. et al., 2021). Asi, las
especies metiladas de As(IIl) son més dafinas para el ADN en el siguiente orden: DMAA(III)
MMAA(II) > [As(IIT), As(V)] > MMAA(V) > DMAA(V) > [TMAO(V)] (Dhuldhaj, U. et al.,
2012) producto de la mayor afinidad con este.

2.2.3 Mecanismos de accion celular

Debido a la naturaleza ubicua del arsénico y a la predominancia de sus fases inorganicas As(Ill) y
As(V), es asumible que durante la evolucién se han generado los mecanismos celulares que
permitan la resistencia necesaria para la subsistencia de los organismos (William, V. y Magpantay,
H., 2024). La tierra prehistorica, con altas concentraciones de As(III) y la posterior gran oxidacion
generaron una presion selectiva para la detoxificacion de este elemento en sus dos formas
principales, derivando en la generacion de los genes asociados a su resistencia (Chen, S. ef al.,
2020).
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Producto del avance en la secuenciaciéon gendmica y andlisis transcriptomicos (Yan, G. et al.,
2019), se han identificado determinantes genéticos clave para 4 procesos de desintoxicacion del
metabolismo y biotransformacion del arsénico (William, V. y Magpantay, H., 2024): sistema de
resistencia (ars); metilaciéon de arsénico (arsM); reduccion disimilativa (arr) y oxidacion
disimilativa (aio/arx) de arsénico, los cuales son presentados de manera resumida en la Figura 11.
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Figura 11. Mecanismos de detoxificacion de arsénico y metabolismo en bacterias,
evidenciandose los 4 principales mecanismos: (de izquierda a derecha y desde la parte
superior a la inferior) reduccion y expulsion de As(III), metilacion, oxidacion disimilativa de
As(IIl) y reduccion disimilativa de As(V). MAs(III) y MAs(V) refiere a todo compuesto
metilado de arsenito y arseniato respectivamente (Yan, G. et al., 2019).

a) Resistencia y Detoxificacion (ars)

El principal mecanismo para la resistencia al arsénico, evidenciado en diversos organismos,
consiste en la detoxificacion de As mediado por el operon ars (William, V. y Magpantay, H., 2024),
con el objetivo de la expulsion de este contaminante con el gasto energético asociado (Yan, G. et
al.,2019).

El operdn ars fue aislado de manera indirecta mientras se estudiaba la resistencia a antibidticos en
Straphylococcus aureus, evidenciando que el plasmido pI258 logra conferir resistencia a estos y a
metales pesados, incluyendo al arsénico (Novick, R. y Roth, C., 1968). Usando técnicas similares,
la aislacion del plasmido R773 de Escherichia coli (Hedges, R. y Baumberg, S., 1973) derivo en
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la descripcion del mecanismo principal de resistencia al arsénico, el cluster de genes ars (Rosen,
B. et al., 1992).

El sistema de resistencia al arsénico mediada por el operdn ars es la via de desintoxicacion de
arsénico mas estudiada en bacterias encontrandose en cromosomas o plasmidos de procariotas
(Fekih, L. et al., 2018), tanto bacterias grampositivas o gramnegativas como también en arqueas
(Jackson, C. y Dugas, S., 2003), siendo el operéon mas comun el arsRDABC (Yang, G. et al., 2015).

Cada componente del cluster de genes arsRDABC codifica para distintas estructuras proteicas. El
mecanismo basico de la detoxificacion consiste en la expulsion del As(IIT) de la célula a través de
la bomba de eflujo ArsAB (Figura 12) (William, V. y Magpantay, H., 2024) consistente en dos
subunidades (Rosen, B. et al., 1992): ArsB, una proteina de membrana interna miembro de la
superfamilia de trasportadores de iones, que forma una via de conduccion de aniones, expulsando
As(III) o Sb(III) a cambio del ingreso de protones H', y que sirve como ancla de membrana para
la segunda subunidad ArsA, una ATPasa que hidroliza ATP para suministrar el potencial requerido
para la actividad de ArsB.

Periplasm

Figura 12. Funcionamiento de la bomba de eflujo de arsenito ArsAB (Rosen, B. et al., 1992).

Homologo a arsB, ampliamente distribuido en bacterias, arqueas y hongos que la familia ArsB (Fu
et al., 2010) se encuentra el gen acr3 evidenciado en levaduras como Saccharomyces cerevisiae
(Wysocki, R. ef al., 1997) o en la familia Geobacter (Dang, Y. et al., 2017), codifica la proteina
ACR3, una bomba de eflujo de As(IIT) miembro de la super familia BART (por las siglas en ingles
de transportador de Bilis, arsenito y riboflavina) que, a diferencia de la primera, arsAB, depende
de la diferencia de potencial proveido por el flujo de protones y es especifica para arsenito (no
logra transportar antimonito) (Fu, H. ef al., 2010).

También, (Yang, H. ef al., 2005) descubren en el operdn ars de Sinorhizobium meliloti, una bacteria
gran positiva simbionte de plantas leguminosas, una acuagliceroporina aqpS que, a través del
gradiente de concentracion de As(III), logra expulsar este contaminante de la célula al periplasma.
Sin embargo, como el motor es el gradiente de concentracion, solo permite la detoxificacion de
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As(V), ya que altas concentraciones de arsenito en el ambiente no permitird la eliminacion de este
desde la célula.

Otros gene importante del operén ars son el arsR, que codifica un represor transcripcional de union
al ADN que controla su propia expresion y la del operon ars (Wu, J. y Rosen, B., 1991) aunque
también se ha encontrado evidencia de su influencia no solo en la resistencia al arsénico sino
también en la adquisicion/metabolismo del fosfato, el transporte de azucares, la quimiotaxis, la
tolerancia al cobre, la homeostasis del hierro y muchas otras (Rawle, R. et al., 2021); y el gen arsD,
que codifica para una metalochaperona ArsD con la capacidad de unirse a As(IIl) y transportarlo
hacia la ATPasa ArsA, aumentando su afinidad al arsenito. Se considera que ArsR y ArsD son
responsables del control de los niveles de expresion basal y maxima del ars (Yan, G. et al., 2019).
Segun el modelo propuesto por Yang, J. ef al. (2010) (Figura 13), el As(Ill) citosdlico se une a
glutation reducido (GSH) para formar As(GS)s, el cual incrementa la afinidad del arsenito a ArsD
y con ello, al realizarse la transferencia de As(IIl) entre ArsD y ArsA, aumentar la eficiencia de la
expulsion del contaminante.
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Figura 13. Modelo de transferencia de As(III) entre ArsD y ArsA (Yang, J. et al., 2010).

Por ultimo y eje principal del mecanismo de detoxificacion de arsénico, el gen arsC que codifica
para una pequefia arseniato reductasa citoplasmatica ArsC, que cataliza la reduccion de As(V) a
As(IIl) (Ji, G. y Silver, S., 1992). Para realizar esta actividad metabolica, es requerido un
equivalente reductor quien done electrones, por lo que esta proteina puede categorizarse en cuatro
familias que distan enormemente al pertenecer a clados distintos en el arbol filogenético (Figura
14), 2 primeras en procariontes y las 2 segundas en eucariontes (Zhang, J. et al., 2022): familia de
la ArsCec, reduccion de As(II1) acoplada a la oxidacion de glutarredoxina (GSH) (Figura 15) regida
por la Ecuacion (1), en donde GSH se oxida a disulfuro de glutation (GSSH), evidenciada en el
plasmido R773 de Escherichia coli (Gladysheva, T. et al., 1994); 1a familia de la ArsCsa, que acopla
la reduccion de arsenito acoplada a la oxidacion de tiorredoxina (Trx) y regida por la Ecuacion (2)
(Figura 16) (Ji, G. et al., 1994), evidenciado en el plasmido pI258 de Straphylococcus aureus
(Martin, P. et al., 2001); la arseniato reductasa Acr2p, la primera enzima en eucariontes descrita,
evidenciada en Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay, R. et al., 2000) y con distintos

116



Bacillus subtilis

Acinetobacter baumannii
Deinococcus indicus
Staphylococcus aureus pl258
Staphylococcus xylosus pSX267
Mammaliicoccus vitulinus
Listeria monocytogenes
Nosocomiicoccus ampullae
Homo sapiens ImwPTPase

Escherichia coli 4
R773 1
R46 1
Yersinia enterocolitica 1
Haemophilus influenzae 1
Neisseria gonorrhoeae 1
Azotobacter vinelandii 1
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Figura 14. Arbol filogenético evidenciando los 4 clados diferenciados de la Arseniato
Reductasa ArsC, en donde se evidencian los principales homdlogos enmarcando en rojo los
sitios activos (Zhang, J. et al., 2022).
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Figura 15. Modelo propuesto por Gladysheva, T. et al. (1994) de reduccion de As(V) a As(III)
mediante la arseniato reductasa ArsC acoplada a la oxidacion de glutation (GSH).

homologos en plantas (Zhang, J. et al., 2022), que, aunque se rige bajo la misma reaccion del primer
caso, es decir, acopla GSH a la reaccion, el camino enzimatico difiere en gran medida; y la familia
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Arsenate (V) ArsC-(SH), Trx-(SH), TR-(SH), NADP*

(reduced) (
~

Arsenite (TIT)# < ArsC-S,

(oxidized)

Trx-S, /£ X TR-S, NADPH+H?*

Figura 16. Cascada de reacciones en el modelo propuesto por Messens ef al. (2002), de la
reduccion de As(V) a As(III) mediante la arseniato reductasa ArsC acoplada a la oxidacion
de Tiorredoxina (Trx).

de HAC1/ARQI con un dominio similar a la rodanasa, evidenciadas en plantas como Pfteris
vittata (Li, X. et al., 2020).

ArsC
H;AsO, + 2GSH — H3AsO; + GSSG + 2H,0 (1)
ArsC
H3AsO, + Trx,eq — H3AsO; + Trx,, + 2H,0 (2)
b) Metilacion (arsM)

La biometilacion de metales y metaloides es también conocida como biovolatilizacion por la
conversion bioldgica a compuestos volatiles, aunque también no volatiles, y corresponde a un
proceso bastante generalizado no solo en microorganismos (tanto aerobios como anaerobios), sino
también en algas, plantas, animales y humanos, aunque no universal, ya que existen especies que
no presentan este mecanismo (Bentley, R. y Chasteen, T., 2002).

Para la metilacion del arsénico, el paso previo de la reduccion del As(V) a As(II) es necesario
(William, V. y Magpantay, H., 2024). Luego, el proceso es mediado por la enzima arsenito S-
adenosilmetionina metiltransferasa (arsM), que convierte el As(IIl) a especies mono-, di- y
trimetilado de As(IIl) (Ajees, A. y Rosen, B., 2015), en donde el donador del grupo metilo es la S-
adenosilmetionina (SAM), que a su vez se convierte en a S-adenosilhomocisteina (SAH) (Bentley,
R. y Chasteen, T., 2002), y generando especies intermediarias de MAs(V) inestables que
permanecen unidas a ArsM y que se reducen a MAs(IIl) estables mediante la donacion de
electrones de un enlace disulfuro de la enzima (Packianathan, C. et al., 2018), como es posible ver
en la (Figura 17). El monometilarsenito MMA(III) formado es ampliamente mas toxico que su
version inorgéanica por lo que no puede ser acumulado (Qin, J. ef al., 2006), sin embargo, las
sucesivas metilaciones, a través del mecanismo de Challenger (Figura 18), generan como producto
trimetilarsina, igualmente toxico pero de mayor difusion producto de su volatilidad como gas
(Bentley, R. y Chasteen, T., 2002), y facilmente oxidado por el oxigeno atmosférico a MAs(V),
notablemente menos toxico (Chen, J. ef al., 2015a).

El MMA(III) también puede ser expulsado de la célula a través de la permeasa de eflujo ArsP, la
que otorga resistencia a MMA(III) y otros organoarsénicos trivalentes como Roxarsona (Rox(I11))
y fenilarsenito (PhAs(IIl)), pero no a As(Ill) inorgdnico como organoarsénicos pentavalentes
(Chen, J. et al., 2015Db).
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Figura 17. Pasos de la Biometilacion de As(III) en la estructura proteica de la ArsM, en donde
se indica la zona activa. En verde se denotan las cadenas de carbono de cisteina, en amarillo
los grupos tioles y en morado As (Packianathan, C. et al., 2018).
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Figura 18. Mecanismo de Challenger para la conversion de arseniato (A) a trimetilarsina
(H)(izquierda) y reacciones tipicas de este mecanismo (derecha), donde la S-
adenosilmetionina (SAM) es abreviada como CH3-S*-(C): y convertida en el proceso de
metilacion a S-adenosilhomocisteina (SAH) abreviada como S-(C): (Bentley, R. y Chasteen,
T., 2002).

Chen, J. et al., (2015a) proponen que, producto de la toxicidad de MAs(III) frente a su version
inorganica, los organismos producian este compuesto como un antibidtico primitivo antes de que
la atmosfera se volviera oxidante, explicando asi la posible presion selectiva en la generacion de
genes de resistencia para este. Las estructuras que permiten dicha resistencia a MAs(III) son la
liasa de enlaces C-As, Arsl, evidenciada en organismos aerobios y presente en el operdn ars aunque
no asociado a un gen especifico (Yoshinaga, M. y Rosen, B., 2014); y la oxidorreductasa
dependiente de mononucleétido NADPH-flavina (FMN) ArsH capaz de reducir MAs(IIl) a
MASs(V) menos toxico y mas volatil, estructura la cual, aunque tiene la capacidad de reducir los
colorantes azoicos, Cr(V) a Cr(IIl), Fe(Ill) a Fe(II), Oz a H202 y quinonas (Yan, G. et al., 2019),
su gen codificante arsH solo se encuentra en el operon ars, observandose solo actividad en la
resistencia de MAs(III) (Chen, J. et al., 2015b).

Chen, J. et al. (2016) reportaron la existencia de dos genes presentes en el operon ars de P.
aeruginosa DK?2 y evidenciados juntos en el genoma de diversas especies, principalmente gamma
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proteobacterias, que codifican un sistema de eflujo de As(V), estos son gapdh y al que llamaron
arsJ. El primero genera una gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) dependiente de
NAD", presente universalmente en los organismos y que desempefia un papel importante en la
glucdlisis y la gluconeogénesis (Fothergill-Gilmore, L. y Michels, P., 1993); mientras que la
segunda corresponde a una bomba de eflujo de la superfamilia de facilitadores mayores (MFS por
sus siglas en inglés) (Chen, J. et al., 2016). En el mismo estudio (Chen, J. et al., 2016), demuestran
que, por la similitud del arseniato con los sustratos de la GAPDH, como el fosfato inorganico, este
interrumpe el proceso de glucdlisis sustituyendo el fosfato y formando un organoarsénico altamente
inestable, de tan solo 2,5 segundos de vida media, llamado 1-arseno-3-fosfoglicerato (1As3PGA),
el cual es lo suficientemente estable para ser expulsado de la célula a través de la permeasa de
eflujo ArsJ e hidrolizada en el exterior de esta, a As(V) y 3-fosfoglicerato (3PGA) (Figura 19).

Figura 19. Mecanismo de accion conjunta entre la enzima GAPDH y la bomba de eflujo
ArsJ (Chen, J. et al., 2015a).

c) Reduccion disimilativa (arr)

La reaccion de reduccion de As(V) a As(II) es energéticamente favorable al acoplarla a la
oxidacion de materia organica, ya que el potencial de oxido reduccién es de +135 mV (Oremland,
R. y Stolz, J., 2003), por lo que no es inusual encontrar microorganismos capaces de reducir
disimilatoriamente As(V), utilizandolo como aceptor final de electrones (William, V. y Magpantay,
H., 2024). Es asi como en el afo 1994, Ahmann, D. et al. logra aislar al primer microorganismo
con la capacidad de crecer con As(V) como unico aceptor de electrones, posteriormente llamada
Sulfurospirillum arsenophilum MIT-13 (Stolz, J. et al., 1999), probando asi la existencia de la
reduccién disimilativa de arsénico.

El operdn arr codifica la heterodimera As(V) reductasa respiratoria ArrAB, compuesta por una
subunidad grande y una pequena codificadas por arrA y arrB, respectivamente (William, V. y
Magpantay, H., 2024). La subunidad ArrA estd compuesta por un cofactor dinucledtido de guanina
bismolibderopterina y un [4FE-4S], que actian como sitio de unién y catalitico de As(V). Mientras
tanto, la subunidad pequefia ArrB contiene cuatro grupos [4Fe-4S] (Krafft, T. y Macy, J., 1998),
destacando en ambas el sitio activo del grupo M=0, tal como se puede observar en la (Figura 20).
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Figura 20. Modelos para la Heterodimera arsenito oxidasa (izquierda) y arseniato reductasa
(derecha) en donde se evidencian las subunidades de ambas estructuras y los sitios activos
de estas (Silver, S. y Phung, L., 2005).

d) Oxidacion disimilativa (aio/arx)

Analisis filogenéticos recientes indican que los mecanismos de oxidacion de As(III), importantes
por la dependencia de la supervivencia en la desintoxicacion inmediata de arsenito, mas toxico que
su contraparte pentavalente, constituyen el sistema de desintoxicacion de As mas antiguo (Lebrun,
E. et al., 2003).

Sin embargo, recién en el 2001, Ellis, P. ef al. identifican en Alcaligenes faecalis la codificacion
de una arsenito oxidasa (aioBA) que cataliza la oxidacion de As(IIl) a As(V), determinando que
presenta una subunidad grande (aioA) que comparte similitud de secuencia con otros miembros de
la familia de las dimetilsulféxido reductasas y una subunidad pequeia que contiene un dominio
[2Fe—28S] de tipo Rieske, siendo el centro de molibdeno el sitio activo de la reaccion (Figura 21),
mientras que la subunidad pequefia (aioB) no tiene contraparte entre las estructuras de proteina Mo
conocidas (Silver y Phung, 2005), pero es homdloga del dominio de proteina Rieske [2Fe-2S] de
los complejos citocromo bcl y citocromo b6f'y del dominio Rieske de la naftaleno 1,2-dioxigenasa
(Muller et al., 2003).
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Figura 21. Representacion esquematica propuesta por Ellis, P. ef al. (2001) del mecanismos
de oxidacion de arsenito en el grupo M=0, y la transferencia de electrones desde este grupo
a azurina o un citocromo tipo C.
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Esta arsenito oxidasa, finalmente transfiere los electrones a azurina, una cuproproteina bacteriana
involucrada en procesos redox y en la transferencia electronica, o a citocromos tipo C (Ellis, P. et
al., 2001), asi continuando con la cadena de transferencia de electrones y sirviendo asi el As(III)
como dador de estos (Lebrun, E. et al., 2003).

Se han identificado secuencias homologas del gen aioBA en algunas especies, incluidas a-, S-, y-
Proteobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Crenarchaeota,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes y Nitrospira (De Francisco, P. et al., 2021), como también un
gen de similar funcidén, que oxida As(IIl) acoplado a la reduccidon disimilativa de nitrato
identificada en la especie quimiolitoautdtrofa Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (Zargar, K. et al.,
2010).

2.3 METABOLISMO MICROBIANO

El metabolismo microbiano corresponde al conjunto de todas las reacciones bioquimicas llevadas
a cabo dentro de un microorganismos. Estas reacciones permiten la obtencion de energia y
nutrientes esenciales para su crecimiento, reproduccion y supervivencia (Madigan, M. et al., 2015).
La gran adaptabilidad y flexibilidad metabodlica de los microorganismos han valido para el éxito
ecoldgico de estas especies (Grimbergen, A. et al., 2015). Las distintas especies pueden clasificarse
segun la conversion de energia, la fuente de dadores de electrones y de carbono (Tabla 2). El
metabolismo puede dividirse en dos sistemas interconectados: el anabolismo y el catabolismo.

Tabla 2. Tipos de mecanismos segun la conversion de energia, la fuente del dador de
electrones y la fuente dadora de carbono, y la tipologia de cada uno (Barton, L. y Fauque, G.,
2022).

Mecanismo de Fuentes de dadores de Fuentes de dador
conversion de energia electrones de carbono
Reacciones quimicas Compuestos organicos CO2
(Quimio-) (Lito-) (Auto-)
Luz Compuestos inorgénicos = Carbono organico
(Foto-) (Organo-) (Hetero-)

Por un lado, el anabolismo, en donde a partir de moléculas simples, las células catalizan una serie
de reacciones para formar moléculas complejas como proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos o
lipidos, los que permite la generacion de biomasa a través del crecimiento y replicacion celular
(Barton, L. y Fauque, G., 2022).

Mientras que, por el contrario, el catabolismo se caracteriza por la degradacion de compuestos
complejos, como azucares, lipidos, proteinas u compuestos inorganicos, a otros mas simples, con
el fin de generar energia en forma de ATP adenosin trifosfato, molécula que es finalmente utilizada
en las reacciones endergonicas de la célula (Barton, L. y Fauque, G., 2022).
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El piruvato es una importante fuente de energia para microorganismos sulfato reductores, y una
etapa crucial para el catabolismo celular (Barton, L. y Fauque, G., 2022) que se desencadena tras
la glucolisis, donde la glucosa es convertida a piruvato.

El piruvato es metabolizado a través de la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa, piruvato formato-
liasa, piruvato sintasa, y/o una acido oxo-organico oxidorreductasa. La primera, produce Acetil-
CoA, que conduce a una via productora ATP. La piruvato: formato liasa es una enzima alternativa
que produce formato, el cual puede ser, a su vez, metabolizado con la produccion de NADH (Jin,
Q., 2012). La piruvato sintasa, asociada comunmente con la produccion de piruvato, se revierte
facilmente con la catélisis del piruvato; mientras que la ultima, la &cido oxo-orgénico
oxidorreductasa, fue anotado en el genoma de D. vulgaris Hildenborough pero sus caracteristicas
bioquimicas no han sido establecidas (Barton, L. y Fauque, G., 2022).

En la oxidaciéon de lactato, con la produccion de acetato como producto final, la oxidacion de
piruvato es llevada a cabo a través de la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa, que produce el
complejo Acetil-CoA y CO; (Barton, L. y Fauque, G., 2022). La reaccion continua con el accionar
de una fosfotransacetilasa que adiciona un grupo fosfato al acetil-CoA, formando Acetil-P para
luego, con una acetioquinasa y ADP, producir finalmente acetato y ATP (Figura 22).

lactate pyruvate-feredoxin
dehydrogenase i
Lactate ——> Pyruvate oxidoreductase Acetyl - CoA + Fd(red] + CO,
CoA Fd

(ox)

P; \ phosphotransacetylase

v

Acetyl - P

ADP \

v

Acetate + ATP

acetyokinase

Figura 22. Metabolismo del lactato y piruvato por Desulfovibrio (Barton, L. y Fauque, G.,
2022).

Por otro lado, la respuesta de los microorganismos a la disminuida concentracion de nutrientes en
diversos ambientes se ha dado a través de la adaptacion para la utilizar distintos aceptores finales
de electrones (Grimbergen, A. et al., 2015). Al transferir electrones desde un donador con un
potencial redox bajo a un aceptor con un potencial redox mas alto, a través de una cadena de
transporte de electrones, se libera una cantidad de energia libre (AG”) que es utilizada para la
sintesis de ATP mediante fosforilacion oxidativa (Barton, L. y Fauque, G., 2022). La magnitud de
la energia recuperable es directamente proporcional a la diferencia de potencial entre el donador y
el aceptor (Muyzer, G. y Stams, A., 2008). En ausencia de oxigeno molecular, algunas bacterias
pueden respirar aceptores de electrones alternativos como nitrato, manganeso, 6xidos de hierro y
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sulfato (Figura 23), lo que altera la geoquimica de los subsuelos y sedimentos, tanto como la
geoquimica del agua superficial y subsuperficial (Lovley, D., 1993).
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Figura 23. Escalera redox evidenciando la progresion de transformaciones redox como
también el descenso del potencial relativo oxido-reductor (Sapkota, Y. et al., 2022).

Dentro de estos pares redox disponible se destaca la ferro-reduccion y la sulfato-reduccion. En la
primera, microorganismos utilizan Fe(III) s6lido como aceptor final de electrones, reduciéndolos
a Fe(Il) acuoso, mecanismo evidenciado en el ambiente a un potencial reductor estindar menores
a +200 mV (Fe(IlI)/Fe(Il)) (Sapkota, Y. et al., 2022) (Figura 24), caracterizado por la formacion
de magnetita y otros minerales ferrosos como siderita y vivianita (Lovley, D., 1993), destacandose
bacterias del género Geobacter y Shewanella (Jin, Q., 2012); mientras que, en el segundo, utilizan
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SO4* como aceptor final de electrones, reduciéndolo a H»S con un potencial redox estindar
alrededor de -260mV (Jin, Q., 2012), evidenciandose en el color negro de los precipitados de
sulfuros, destacandose bacterias del género Desulfovibrio y Desulfotomaculum (Barton, L. y
Fauque, G., 2022).

2.3.1 Ferro reduccion

El hierro (Fe) es el cuarto elemento mas abundante de la corteza terrestre, con un 6,3% y solo por
debajo del oxigeno (47%), silicio (26%), aluminio (8,1%), y por sobre de otros como el calcio
(5,0%), magnesio (2,9%), sodio (2,3%) y el potasio (1,5%) (Frey, P. y Reed, G., 2012). Su
abundancia natural, en combinacion con su versatilidad quimica, dieron el paso a su incorporacion
biologica a través del tiempo, en donde los organismos primitivos evolucionaron para incorporar y
utilizar este elemento en sus vias metabdlicas, sea como cofactores de proteinas, como donante o
aceptor de electrones (Salgueiro, C. ef al., 2022). También, debido a que el potencial estandar de
reduccion de Fe(Ill) a Fe(Il) es de +0,77 V, este elemento se convierte en uno de los mas
abundantes aceptores potenciales de electrones (Lovley, D., 1993).

Por ello, el uso del hierro como aceptor de electrones por bacterias y archeas se convierte en un
proceso biogeoquimico fundamental en ambientes andxicos y oligotroficos (Frey, P. y Reed, G.,
2012), es decir, en ambientes caracterizados por la ausencia de oxigeno como también por presentar
muy bajas concentraciones de recursos necesarios para la vida. Las Bacterias Ferro Reductoras
(BFR) utilizan este proceso para la obtencion de energia, acoplando la oxidacion de materia
organica o hidrogeno a la reduccion del Fe(IlI), reduciendo este ultimo a Fe(Il) (Pepper, 1. ef al.,
2015).

Ejemplos de BFR son las especies de Geobacter, como G. metallireducens, la primera bacteria
descubierta en acoplar la oxidacion de acetato (Ecuacion (3)) como también varios otros acidos
grasos volatiles y alcoholes simples, con la reduccion del hierro para la obtencion de energia
(Lovley, D., 1993), similar a lo evidenciado en Desulforomonas acetoxidans (Roden, E. y Lovley,
D., 1993). Shewanella putrefaciens logra conservar energia para apoyar su crecimiento acoplando
la oxidacion de materia organica con la reduccion de Fe(Ill), oxidando completamente formato
(Ecuacion (4)) e incompletamente lactato (Ecuacion (5)) y piruvato (Ecuacion (6)), donde la
oxidacién de formato es un proceso potencialmente importante en sedimentos si el formiato
reemplaza al H> como producto de fermentacion importante en ambientes reductores de Fe(III)
(Lovley, D. et al., 1989). Shewanella putrefaciens y Pseudomonas sp. como también diversas
especies de Desulfovibrios acoplan la oxidacion de Hz (Ecuacion (7)) a la reduccion de Fe(III)
(Lovley, D., 1993). Mientras, que en ambientes acidos, el azufre elemental puede usarse como
dador de electrones acoplandolo a este proceso de reduccion (Ecuacion (8)), como lo observado en
Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans y Sulfolobus acidocaldarius (Brock y
Gustafson, 1976).

Acetato™ + 8 Fe(IIl) + 4 H,0 - 2HCO3 + 8Fe(I) + 9 H* (3)
Formato~ + 2 Fe(Ill) + H,0 - HCO; + 2 Fe(Il) + 2 H* 4)
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Lactato™ + 4 Fe(I1II) + 2 H,0 — Acetato™ + HCO3 + 4 Fe(II) + 5H* (5)

Piruvato™ + 2 Fe(I11I) + 2 H,0 — Acetato™ + HCO; + 2 Fe(I1I) + 3 H* (6)
H, + 2 Fe(II) - 2 H* + 2 Fe(I) (7)
SO + 6 Fe(II) + 4 H,0 — HSO; + 6 Fe(II) + 7 H* (8)

Para lograr este proceso de obtencion de energia, el hierro debe estar presente como complejos
solubles que entran en la célula, complejos insolubles como minerales, y acero inoxidable
(Salgueiro, C. et al., 2022), que requieren la transferencia de electrones al exterior de la célula, en
un proceso denominado transferencia extracelular de electrones (TEE) (Lovley, D. et al., 2011),
para lo cual, estructuras proteicas denominadas citocromos, son de vital importancia (Salgueiro, C.
etal., 2022).

Esta capacidad para transferir electrones al exterior de la célula a minerales, genera que la ferro
reduccién microbiana tenga una implicacion directa y significativa en la movilizacion del arsénico
en ambientes acuaticos y terrestres (Cummings, D. et al., 1999). El arsénico, un metaloide toxico,
a menudo se encuentra adsorbido o co-precipitado con o6xidos e hidréxidos de Fe (III)
(Panagiotaras, D. et al., 2012), los que pierden la estructura cristalina ante la reduccion a Fe (1)
acuoso (Lovley, D., 1993), liberando el arsénico a la fase acuosa, proceso explicado en detalle en
la2.2.1.

Por presentar esta capacidad como BFR y por ser la primera especie de Geobacter en tener su
genoma completamente secuenciado, Geobacter sulfurreducens es ampliamente utilizada como
una BFR modelo (Frithauf-Wyllie, H. y Holtmann, D., 2022), como también para estudios de los
mecanismos de accion de las bacterias frente a la exposicion de arsénico en el ambiente (Ohtsuka,
T. et al., 2013), siendo las especies de Geobacter las principales involucradas en la liberacion de
As en suelos inundados y sedimentos anoxicos (Dang, Y. ef al., 2017).

Geobacter sulfurreducens

G. sulfurreducens es una bacteria anaerdbica facultativa (Lin, W. et al., 2004), gramnegativa, con
forma de bacilo y flagelo, con la capacidad de generar estructuras proteicas llamadas pili (Figura
25) que participa en la transferencia de electrones a elementos solidos externos como minerales de
hierro (Malvankar, N. ef al., 2011). Pertenece a la familia Geobacteraceae dentro de las delta-
Proteobacteria (Figura D - 2), llamada por su capacidad de reducir azufre (Caccavo, F. ef al.,
1994). Esta fue aislada por primera vez en 1994 por Caccavo, F. et al. en sedimentos superficiales
de una zanja contaminada en Norman, Oklahoma, Estados Unidos. En este mismo estudio, se
determina que G. sulfurreducens crece utilizando como dadores de electrones acetato acoplado a
la reduccion disimilatoria de Fe(Ill) (analizado en formato de fosfato férrico, oxihidroxido férrico,
citrato férrico), azufre elemental, Co(III)-EDTA, fumarato o malato (Figura 26), como unicos
aceptores de electrones. También, se determin6 que acoplo la oxidacion de hidrogeno molecular a
la reduccion de Fe(III), pero no redujo Fe(Ill) con azufre, glucosa, lactato, fumarato, propionato,
butirato, isobutirato, isovalerato, succinato, extracto de levadura, fenol, benzoato, etanol, propanol
o butanol como donadores de electrones. Tampoco logr6 reducir Mn(IV), U(VI), nitrato, sulfato,
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sulfito ni tiosulfato u oxigeno con acetato como donador de electrones, aunque, afios mas tarde, en
el 2004, Lin, W. et al. determino que Geobacter sulfurreducens tolera y lograba crecer a bajas
concentraciones de oxigeno (menores a 10%) demostrando asi la capacidad y dominancia de las
especies de Geobacter en zonas carentes de oxigeno.

Pili network

500nm

Figura 25. Imagen de Microscopia de Transferencia de Electrones de Geobacter
sulfurreducens asociado a un anodo (Malvankar, N. et al., 2011).
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Figura 26. Crecimiento de Geobacter sulfurreducens con distintas combinaciones de dador
y aceptor de electrones (Caccavo, F. ef al., 1994).

En el estudio realizado por (Dang, Y. et al., 2017), se reconocen en las 14 especies de Geobacter
estudiadas (Tabla 3) incluyendo a G. sulfurreducens, los genes asociados a la detoxificacion de
arsenico, en donde destacan la bomba de eflujo de As(IIl) acr3 o su version transportador ABC con
una permeasa proteica ArsA y su proteina de union de ATP ArsB, o la arseniato reductasa ArsC,
estructuras importantes para la reduccion y expulsion de arsénico de la célula . Por el contrario, los
mecanismos de metilacion de arsénico fueron evidenciadas a través de los genes para la As-
metiltransferasa arsM, en las especies G. uraniireducens, G. metallireducens y Trichlorobacter
lovleyi (antigua Geobacter, (Waite, D. et al., 2020)), mientras que para la reduccion disimilativa
de As(V), a través de una As(V) reductasa, a través de los genes arrA y arrB , la oxidoreductasa y
la proteina de uniéon a hierro-azufre ferredoxina 4Fe-4S respectivamente, solo en G.
uraniireducens, G. lovleyi y G. cepa OR-1. Asi, G. sulfurreducens, solo presenta los mecanismos
necesarios para la detoxificacion del arsénico, no asi para su volatilizacién por metilacion o la
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obtencion de energia por la reduccion disimilativa de As(V), lo que puede repercutir fuertemente
en su crecimiento en presencia de este contaminante.

Tabla 3. Indicacion de los posibles mecanismos de accion contra As en especies de Geobacter
segun los genes asociados a estos. Elaboracion propia en base a datos de Dang, Y. et al. (2017).

Mecanismos de accion contra As
Respiracion
Detoxificacion Reduccion Metilacion
de As (V)

Especies de Geobacter

G. sulfurreducens
G. sp. strain M21
G. sp. strain M18
G. bemidjiensis

G. uraniireducens
G. metallireducens

SNENEN

G. lovleyi (actual Trichlorobacter)
G. bremensis

G. daltonii

G. sp. strain OR-1

G. pickeringii

G. argillaceus

G. soli

G. anodireducens

NENENENENENENEN PN EN PN ENENEN
«

2.3.2 Sulfato reduccion

La sulfato reduccion es un proceso metabolico anaerdbico llevado a cabo por un grupo diverso de
microorganismos, como bacterias y arqueas sulfato-reductoras (BSR/ASR), y ampliamente
estudiada (Barton, L. y Fauque, G., 2022). En ambientes carentes de oxigeno, estos
microorganismos utilizan el sulfato (SO4%) como aceptor final de electrones, reduciéndolo a
sulfuro de hidrogeno (H»2S), el que puede a su vez precipitar con metales, formando sulfuros
metalicos, o re-oxidarse por accion de otras comunidades microbianas (Muyzer, G. y Stams, A.,
2008).

Se ha estimado que la reduccién de sulfato puede ser responsable de mas del 50% de la
mineralizacion de carbono orgénico en los sedimentos marinos (Jergensen, B., 1977). Miembros
de los géneros Desulfovibrio y Desulfobulbus tienden a ser igualmente comunes en aguas frescas,
marinas y otros tipos salinas (Widdel, F. y Bak, F., 1992). Esto demuestra la importancia de las
bacterias sulfato-reductoras (BSR) tanto en el ciclo del azufre como en el ciclo del carbono y, en
consecuencia, explica por qué las BSR han sido estudiadas tan extensamente (Barton, L. y Fauque,
G., 2022).

Las BSR son notablemente versatiles en la eleccion de sus dadores de electrones. Los dadores
comunes incluyen compuestos organicos de bajo peso molecular como etanol, formato, lactato,
piruvato, malato y succinato, los que pueden oxidar tanto complemente a CO> o incompletamente
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a acetato (Keller, K. ef al., 2014). También, el hidrogeno molecular es usualmente utilizado como
dador de electrones, donde el género Desulfovibrio demuestra su maximo rendimiento de
crecimiento con este (Widdel, F. y Bak, F., 1992). Sin embargo, lo que las hace de particular interés
ambiental es su capacidad para utilizar un amplio rango de compuestos, incluyendo contaminantes,
como dadores de electrones (Barton, L. y Fauque, G., 2022). Se ha observado que algunas BSR
pueden oxidar completamente hidrocarburos a didxido de carbono (COz) (Muyzer, G. y Stams, A.,
2008), inclusive mas alla, el metabolismo de estas puede acoplarse a la reducciéon de otros
elementos como el arsénico (As) (Ahmann, D. et al., 1994), el selenio (Se) (Blum, J. et al., 1998)
y el uranio (U) (You et al., 2021), convirtiéndolos en especies menos toxicas o inmovilizandolos.
La salinidad, la temperatura, el pH y la disponibilidad de otros nutrientes también influyen
significativamente en la actividad y diversidad de las BSR (Barton, L. y Fauque, G., 2022).

Algunas de las reacciones de oxidacion acoplada a la reduccion disimilativa de sulfato son
descritas a continuacion (Muyzer, G. y Stams, A., 2008):

4H, + SO?™ + H* - HS™ + 4H,0 )
Acetato™ + SO2~ + 4 H,0 - 2HCO3 + HS™ 10)
Propionato™ + 0,75 S02~ - Acetato™ + HCO3 + 0,75 HS™ + 0,25H* an
Butirato™ + 0,5 S0z~ - 2 Acetato” + 0,5HS~ + 0,5 H* 12)
Lactato™ + 0,5 S0;5™ — Acetato™ + HCO; + 0,5 HS™ 13)

Desde un punto de vista quimico, el sulfato es un aceptor de electrones desfavorable para los
microorganismos (Muyzer, G. y Stams, A., 2008). Y es que, el E” del par redox sulfato-sulfito es
de -516 mV, un valor demasiado negativo para permitir su reduccion por los mediadores de
electrones intracelulares ferredoxina o NADH (cuyos E” son de -398 mV y -314 mV,
respectivamente), que estan presentes en las bacterias sulfato-reductoras (Barton, L. y Fauque, G.,
2022). Es por ello por lo que, antes de la reduccion, el sulfato es activado por una ATP sulfurilasa,
lo que resulta en la formacidon de adenosin-fosfosulfato (APS) y pirofosfato, el cual es hidrolizado
por la pirofosfatasa a 2-fosfato (Keller, K. et al., 2014). E1 E” del par redox APS-sulfito mas AMP
es de -60 mV, lo que permite la reduccion de APS con ferredoxina o NADH reducidos. El AMP,
que se forma por la reduccion de APS, es convertido por una adenilato quinasa dependiente de
ATP en dos moléculas de ADP. Asi, la activacion del sulfato ocurre a expensas de dos moléculas
de ATP (Keller, K. et al., 2014). El sulfito se reduce posteriormente a sulfuro, donde el E” del par
redox sulfito-sulfuro es de -116 mV (Muyzer, G. y Stams, A., 2008), a través de la protonacion
espontanea del sulfito a bisulfito que, a su vez, es reducido finalmente a sulfuro de hidrogeno
(Figura 27). Las reacciones respectivas son presentadas en la Tabla 4:

Tabla 4. Reacciones, enzimas y energia libre de Gibbs involucradas en la reduccion
disimilativa de sulfato a sulfuro de hidrogeno (Barton, L. y Fauque, G., 2022).

Reaccion Enzima AGY kJ/mol
ATP + SO;~ = APS + PP; ATP Sulfurilasa +46,0
PP;+ H,0 - 2P; Pirofosfatasa Inorganica -21,9
APS + H, > AMP + HSO3 + H* APS Reductasa -68,6
HSO5 + 3H, + H* > H,S + 3H,0 Bisulfito Reductasa -171,7
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Figura 27. Via de produccion de sulfuros a partir de la reduccion disimilatoria de sulfatos
por especies de Desulfovibrio (Barton, L. y Fauque, G., 2022).

Entre las BSR, miembros de la especies de Desulfovibrio se han convertido en modelos para
evaluaciones genéticas debido a su extensa caracterizacion (Barton, L. y Fauque, G., 2022).
Desulfovibrio desulfuricans la primera bacteria descubierta capaz de reducir sulfato a HoS y
llamada inicialmente como Spirrilum desulfuricans (Beijerinck, 1895), es una de las mas
estudiadas debido a que su genoma ha sido completamente secuenciado, lo que ha permitido
comprender en detalle las vias metabolicas y los mecanismos de transferencia de electrones
(Muyzer, G. y Stams, A., 2008). Estos organismos modelo han sido cruciales para desentrafiar la
bioquimica y la genética subyacente a la sulfato reduccion.

La actividad de las BSR tiene una profunda importancia en el ciclaje de algunos de estos elementos
(Tabla 5) (Barton, L. y Fauque, G., 2022), siendo fundamental especialmente en el ciclo del
arsénico (Aurillo, A. ef al., 1994). En ambientes donde el sulfato y el arsénico coexisten, las BSR
pueden reducir especies de arseniato (As(V)), a arsenito (As(IIl)), que puede permite su movilidad
fuera de matrices solidas (Babechuk, M. ef al. 2009) o que logra inmovilizarse a través de la co-
precipitacion con sulfuros de hierro (Burton, E. ef al., 2013), reduciendo su biodisponibilidad y
toxicidad en la matriz acuosa, como lo observado con Desulfotomaculum auripigmentum
(Newman, D. et al., 1997b), que efectivamente precipita trisulfuro de arsénico, de color amarillo,
de manera intra y extracelular, permitiendo su decantacion y separacion.

En este contexto, la bacteria Halodesulfovibrio aestuarii se destaca por ser una BSR haléfila que
ha sido objeto de estudio (Postgate, J., y Campbell, L., 1966; Shivani, Y. et al., 2017; van der
Maarel, M. et al., 1996). Si bien la investigacion directa sobre su metabolismo especifico del
arsénico es incipiente, estudios en otras bacterias sulfato-reductoras filogenéticamente cercanas,
como algunas especies de Desulfovibrio, como D. vulgaris (Burton, E. et al., 2013; Jiang, Y. et al.,
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2024), especies de Bacillus (Blum, J. et al.,, 1998; Cai, X. et al., 2016) o especies de
Desulfotomaculum (Newman, D. et al., 1997a), han demostrado la capacidad de reducir arsénico,
o la existencia de genes relacionados con el metabolismo de este elemento. La comprension de la
fisiologia de Halodesulfovibrio aestuarii y sus parientes cercanos es vital para desentrafar el papel
de las BSR en la biogeoquimica del arsénico, especialmente en ambientes salinos donde la sulfato
reduccién es un proceso dominante (Barton, L. y Fauque, G., 2022). Futuras investigaciones que
profundicen en la interaccion de Halodesulfovibrio aestuarii y otras BSR haléfilas con el arsénico
son fundamentales para desarrollar estrategias de biorremediacion mas efectivas.

Tabla 5. Termodinamica de las reducciones de metales disimilatorios por BSR (Barton, L. y
Fauque, G., 2022).

AG® (k - j mol!

Reaccion dador de

electrones)
Butirato + 4Fe3" + 2H,0 — 2 acetate + 4 Fe?*" + SH™ -400
Butirato +2/3 Cr,0%5~4/3H,0 +1/3H" - 2 acetate + 4/3 Cr(OH); -333
Butirato + 2 Mn0, + 3H* —» 2 acetate + 2 Mn** + 2H,0 -291
Butirato + 2 U053 +2H,0 - 2 acetate +2 U0, + 5H" -130
Lactato + 2 HAsO% + H* > 3 acetate” + 2H,As0; + HCO3 -140

Halodesulfovibrio aestuarii

H. aestuarii es una bacteria anaerébica obligada, gramnegativa y no esporulante, es decir, no forma
esporas, con forma de vara a vibrio, con un tamaio desde los 1,5 a 4,0 um de largo y 0,5 a 0,8 um
de ancho (Shivani, Y. et al., 2017), denotando multiples flagelos en uno de los polos (Figura 28.A).
Pertenece al género Desulfovibrio, nombre derivado de “vibrio que reduce compuestos de azufre”,
dentro de las d-Proteobacteria (Figura D - 2), aislada desde un banco de arena en Alemania por
Postgate, J., y Campbell, L. en el 1966, quienes la nombraron como Desulfovibrio desulfuricasn
subespecie aestuarii. En 1996 se aisloé una bacteria similar a la que se llamé Desulfovibrio acrylicus
por van der Maarel, M. et al., que luego se determind que esta y la mencionada por Postgate, J., y
Campbell, L., (1966) correspondian a la misma especie, determinado en el andlisis de Shivani, Y.
et al., (2017) en donde se analizaron 5 Desulfovibrios en contraste con un aislado bacteriano,

Ij

Figura 28. Micrografia electronica de tincion negativa (izquierda, barras de S pm) y
micrografia de contraste de fase (derecha, barra de 10 pm) de Desulfovibrio acrylicus
(Halodesulfovibrio aestuarii). A y B diferencian el crecimiento con (A) lactato/sulfato contra
(B) lactato/acrilato. Extraido de van der Maarel et al. (1996).
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determinando el nuevo género Halodesulfovibrio y renombrando asi a la actual Halodesulfovibrio
aestuarii. van der Maarel, M. et al. (1996) también detectaron, mediante el analisis de los espectros
de absorcion del extracto celular oxidado por aire y reducido con ditionito, picos a 422, 524 y 553
nm, que son indicativos de citocromos de tipo c, esenciales en la transferencia de electrones a
sistemas de aceptores finales, como arseniato (Gonzalez, V. et al., 2024).

En condiciones de laboratorio, Postgate, J., y Campbell, L., (1966) determinan que, como sulfato
reductora, requiere un potencial reductor menor a -100mV para crecer a un pH de 7,2, temperaturas
entre 28 y 44°C y condiciones anoxicas, no forma gas derivado de carbohidratos y genera colonias
negras con un exceso de sal ferrosa y sulfuro de hierro. También, como bacteria haléfila aislada de
entornos marinos, requiere de altas concentraciones de Cloruro de Sodio y no crece en agua dulce.
Utiliza lactato, malato, piruvato y colina, pero no oxamato, oxalato, acetato, propionato ni butirato
como dadores de electrones, siendo favorecido el crecimiento con la presencia de malato (si hay
sulfato), colina y piruvato (con o sin presencia de sulfato). Igualmente, no utiliza cisteina como
dador de electrones (Shivani, Y. ef al., 2017) al contrario de otras BSR (Madigan, M. et al., 2015).
El acetato, producto derivado de la oxidacion de la mayoria de las fuentes de carbono (Thauer, R.
et al., 1989), se acumula en el medio a la vez que el sulfato es reducido disimilatoriamente, al ser
utilizado como aceptor de electrones, produciendo a su vez acido sulfhidrico. Denota un claro
mayor tamafio ante el par dador/aceptor de electrones lactato/acrilato respecto de lactato/sulfato,
tendiendo a adquirir forma de espiral (Figura 28.B).

Aunque no se encontraron estudios que indiquen alguna capacidad de H. aestuarii para sobrevivir
y/o adaptarse a arsénico en cualquiera de sus formas, si existen estudios de BSR cercanas
filogenéticamente que presentan diversos mecanismos contra este contaminante, lo que ha sido
abordado en la seccion anterior.

2.3.3 Cultivo de Microorganismos

El cultivo de microorganismos es una herramienta fundamental en la microbiologia para el estudio,
aislamiento y la identificacion de diversas especies microbianas en un entorno controlado. Este
proceso es crucial para comprender como funcionan los microorganismos, desde su crecimiento y
reproduccion hasta sus interacciones con el medio ambiente, contaminantes y otros organismos
(Plugge, C., 2005).

Un aspecto clave para el éxito del cultivo es conocer el tipo de proceso metabodlico principal que
estos los microorganismos realizan, siendo importante conocer si estos son, por ejemplo sulfato-
reductor, ferro-reductor, manganeso-reductor (Figura 23), o si tiene otras vias metabdlicas
especificas, que permita disefar las condiciones de cultivo adecuadas (Spormann, A., 2023). Esto
incluye la seleccion de medios de cultivo con los donadores y aceptores de electrones correctos,
asi como el control de pardmetros ambientales como la presencia o ausencia de oxigeno.
Comprender el metabolismo es esencial no solo para el crecimiento O6ptimo del cultivo, bajo
condiciones controladas, sino también para desentrafiar el papel de estos microorganismos en ciclos
biogeoquimicos vitales, la biotecnologia y la salud (Epstein, S., 2009).
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Aunque una gran proporcion de la carga microbiana en una muestra ambiental no es cultivable,
alrededor del 99% (Epstein, S., 2009) producto de su permanencia en un estado latente, es decir, a
la espera de las condiciones necesarias para su activacion (Puspita, . ef al., 2012), o simplemente
corresponden a células muertas, el aislamiento, cultivo y analisis ha sido ampliamente estudiado y
robustecido a lo largo de los afios (Plugge, C., 2005).

Para ello, es necesario conocer el comportamiento general de los microorganismos como también
las estrategias requeridas para el analisis de su metabolismo.

a) Crecimiento Microbiano

Tradicionalmente, el crecimiento microbiano es dividido en 6 etapas: latencia, aceleracion,
crecimiento exponencial, desaceleracion, estacionaria y muerte, en donde generalmente se obvian
las etapas de aceleracion y desaceleracion (Figura 29) (Madigan, M. et al., 2015). Estas etapas que
no han sido estudiadas totalmente a cabalidad producto del analisis de ciertos aspectos de estas
etapas (Alvarez, J. et al., 2019), aunque se han elaborado modelos que representen de manera
empirica el crecimiento y la etapa estacionaria (Kumakura, D. et al., 2023).

Fase de crecimiento
-La:i:l"'-l-Exponencialii Estacionaria l Muerte —I
10 : : 5 110 5
i i ; a
g e ¥ 075 g
5 ; / g
c 9 : Turbidez ©
DE ; (densidad 6ptica) 050 @
oG 2
c‘ne% Recuento de viables =
om 8 2
a5
40,25
7
° 0,1

Tiempo

Figura 29. Curva de crecimiento microbiano tipico, evidenciando la similitud entre la
densidad optica del cultivo y el recuento de células viables, y las distintas etapas del cultivo
(Madigan, M. et al., 2015).

Los microorganismos pueden usar la energia obtenida desde el sustrato para distintas funciones,
como la division celular, producto de metabolitos secundarios, locomocion flagelar,
bioluminiscencia, y formacion de biopelicula (Spormann, A., 2023). Por ello, el comportamiento
depende del organismo, del sustrato y de los factores de inhibicion, en donde contaminantes pueden
afectar drasticamente dicho comportamiento respecto del metabolismo normal (Kumakura, D. et
al., 2023). También, se ha demostrado que el mismo microorganismo puede diferir en su
comportamiento en el mismo sustrato, incluso bajo las mismas condiciones de cultivo,
correspondiendo con la plasticidad fenotipica (Grimbergen, A. ef al., 2015).
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Sin embargo, el registro preciso de la tasa de crecimiento especifica de un organismo es la mejor
manera de establecer y validar el estado fisiologico de un cultivo en estudio (Fernandez, L. et al.,
2024), siendo necesaria la medicion directa del crecimiento del microorganismo, en donde la
densidad oOptica corresponde a una técnica con un buen acercamiento al crecimiento microbiano
(Mira, P. et al., 2022).

b) Espectrofotometria
La espectrofotometria es una técnica fundamental y ampliamente utilizada para analizar el
crecimiento de microorganismos en cultivos liquidos y su principio se basa directamente en la Ley
de Lambert-Beer (Ecuacion (14)). Esta ley establece una relacion lineal entre la absorbancia (A) de
una solucioén, la concentracion del analito (¢) y la longitud del camino 6ptico (1) a través de la
solucion, y se relacionan con la densidad optica (OD del inglés Optical Density) mediante la
siguiente ecuacion (Madigan, M. et al., 2015):

0D=A=—log(é)=e-c-l (14)
donde € es la absortividad molar, una constante caracteristica del analito a una longitud de onda
especifica, el factor I/Ip corresponde a la transmitancia, es decir, la razon entre la intensidad del haz
de luz emitida y recibida finalmente por el equipo.

En el crecimiento de microorganismos, las células en suspension actian como particulas que
dispersan la luz, generando que la concentracion celular o biomasa, sea directamente proporcional
a la absorbancia medida. Asi, al aumentar la poblacién microbiana, la turbidez del medio se
incrementa, lo que provoca una mayor dispersion de la luz incidente y, por lo tanto, una mayor
absorbancia (Beal, J. et al., 2020).

La linealidad de la Ley de Lambert-Beer se mantiene generalmente en cultivos microbianos hasta
que la absorbancia alcanza un valor aproximado de 1 (Myers, J. ef al., 2013). En este rango, un
aumento en la concentracion celular se traduce directamente en un aumento proporcional de la
absorbancia. Esto permite construir curvas de calibracion confiables donde la absorbancia se
correlaciona linealmente con la densidad celular. Sin embargo, cuando la absorbancia supera el

valor de 1, la relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion celular comienza a perderse
(Figura 30).
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Figura 30. Aplicabilidad de la Ley de Lambert-Beer para diferentes tipos de muestras, de
izquierda a derecha, (A) diferentes colorantes, (B) Escherichia coli y (C) cultivo del alga
Chlorella vulgaris (Myers, J. et al., 2013).
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Como resultado de esta pérdida de linealidad, las lecturas de absorbancia superiores a 1 no reflejan
con precision la verdadera concentracion celular (Beal, J. ef al., 2020), por lo que, para cuantificar
el crecimiento en estas etapas mas densas del cultivo o ante la presencia de precipitados, es
necesario recurrir a diluciones de la muestra para obtener lecturas dentro del rango lineal (DO < 1)
o emplear métodos alternativos de cuantificacion celular.

Tipicamente se utiliza a valores de longitud de onda de 600 nm (Mira, P. et al., 2022), valor
utilizado como estandar (Truong, V. et al., 1994) debido a que reduce el ruido de fondo y mejora
la precision de las mediciones de concentracidon bacteriana (Wacogne, B. et al., 2024), como es
posible observar en la (Figura 31), donde el ruido de las mediciones, producto de la interaccion del
medio de cultivo con la luz, es minimo entre 600 y 700 nm para distintos microorganismos.

<10’ Noise extraction (E. coli) <10’ Noise extraction (S. aureus) 4 10’ Noise extraction (K. pneumoniae)

Noise Noise Noise
—RMS envelopes T ———RMS envelopes —RMS envelopes

Noise (bact./mL"")
Noise (bact./mL ')
Noise (bact./mL"")

1 1 1
300 400 500 600 700 800 900 300 400 500 600 700 800 900 300 400 500 600 700 800 900
Measurement wavelength (nm) Measurement wavelength (nm) Measurement wavelength (nm)

(a) (b) (c)
Figura 31. Extraccion de ruido para tres cultivos bacterianos distintos. (A) Echerichia coli,
(B) Staphylococcus aureus 'y (C) Klebsiella pneumoniae (Wacogne, B. et al., 2024).
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Para la realizacion del presente trabajo, se emplearon 2 microorganismos, Geobacter
sulfurreducens PCA (DSMZ 12127) y Halodesulfovibrio aestuarii Sylt3 (DSMZ 17919) de stock
de DSMZ proveidas por el Dr. Roberto Orellana, reconstituidas en medio de cultivo DSMZ 826.
Geobacter sulfurreducens Medium y DSMZ 195c: Desulfobacter sp. Medium (Lactate)
respectivamente, e incubadas a 30°C en oscuridad.

A partir de las cepas ya reconstituidas, se procedid a inocular 1 mL de cada una en tubos estériles,
anoxicos, con una atmosfera de 80%:20% N»:CO; y sellados con un tapén de goma y un sello de
aluminio (Figura C - 2), en DSMZ M826 y DSMZ M195c para G. sulfurreducens y H. aestuarii
respectivamente. Se realizaron transferencias consecutivas, al menos 3 veces durante la etapa de
crecimiento exponencial (alrededor de una OD de 0,300 y 0,500 para H. aestuarii y G.
sulfurreducens respectivamente), con el fin de activar adecuadamente el sistema metabdlico de las
bacterias previo a la inoculacion del medio correspondiente para los analisis pertinentes.

3.1.1 Preparacion de Medios de Cultivo

a) Medio de cultivo DSMZ 826

Para el cultivo de Geobacter sulfurreducens, el medio de cultivo utilizado fue el estipulado por
DSMZ, el 826 Medium (DSMZ, 2022b), consistente en: 1,50 g de NH4Cl (99,5%, Sigma-Aldrich),
0,60 g de KH2HPO4 (99% Sigma-Aldrich), 0,10 g de KCI (>99%, Sigma Aldrich), disuelto en 1000
mL de agua destilada, saturado con una mezcla gaseosa compuesta por 80% de N> y 20% de CO>
por al menos 40 minutos y esterilizado por autoclave. A esta solucion, se le adicionan las siguientes
soluciones de manera andxica y estériles: 20 mM (2,5 g/L) de Bicarbonato de Sodio como solucion
tampon, 20 mM (1,64 g/L) Acetato de Sodio como dador de electrones, 40 mM (6,4 g/L) de
Fumarato de Sodio como aceptor de electrones, 10 mL de Solucion Mineral Modificada de Wolin
(Tabla 6) y 10 mL de Soluciéon de Vitaminas de Wolin (Tabla 7), ajustando el pH a 7 con una
solucion de NaOH 1M.

Tabla 6. Solucion Mineral de Wolin modificada (DSMZ, 2022b)

Compuesto quimico Cantidad Unidad Especificacion
Acido Nitrilotriacético (NTA) 1,50 g 99% Sigma-Aldrich
MgSOs4 - 7 H20 3,00 g >98% Sigma-Aldrich
MnSOs - H20 0,50 g >99% Sigma-Aldrich
NaCl 1,00 g >99% Merck
FeSO4 -7 H20 0,10 g >99% Winkler
CoSO4 - 7 H20 0,18 g >99% Sigma-Aldrich
CaCl2 - 2 H20 0,10 g >99% CDH
ZnSOs4 - 7 H20 0,18 g 99,5% CDH
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Compuesto quimico Cantidad Unidad Especificacion

CuSOsx S H20 0,01 g >98% Sigma-Aldrich
AIK(SO4): - 12 H20 0,02 g 99% Loba Chemie
H3BOs3 0,01 g >99,50% Sigma-Aldrich
Na:MoOs - 2 H20 0,01 g 99,50% Sigma-Aldrich
NiClL: - 6 H:0 0,03 g 98% Loba Chemie
NazSeOs - 5 H20 0,30 mg 99% Loba Chemie
Na:WOs4 - 2 H20 0,40 mg 99% Loba Chemie
Agua Destilada 1000,00 mL

Tabla 7. Solucion de Vitaminas de Wolin (DSMZ, 2022b)

Compuesto quimico Cantidad Unidad Especificacion
Biotina 2,00 mg 97% Loba Chemie
Acido Félico 2,00 mg 97% Sigma-Aldrich
Clorhidrato de Piridoxina 10,00 mg 99,50% LobaChemie
Tiamina - HCI 5,00 mg >98% Sigma-Aldrich
Riboflavina 5,00 mg >98% Sigma-Aldrich
Acido nicotinico 5,00 mg >98% Sigma-Aldrich
Pantotenato D-(+)-Calcio 5,00 mg 99% Sigma-Aldrich
Vitamina B12 0,10 mg 98% Sigma-Aldrich
Acido p-Aminobenzoico 5,00 mg 99% Sigma-Aldrich
Acido (DL)-alfa-lipoico 5,00 mg 99% Sigma-Aldrich
Agua destilada 1000,00 mL

La solucion de Bicarbonato de Sodio es preparada disolviendo lentamente NaHCO3 (99,7% Loba
Chemie) en agua destilada. La solucion de Acetato de Sodio igualmente se prepara mediante la
disolucion de CH3COONa (>99% Emsure) lentamente en agua destilada. E1 Fumarato de Sodio es
preparado a través de la neutralizacion con 2N NaOH (98% Applichem Panreac) de Acido
Fumarico C4H404 (99% Sigma-Aldrich) en agua destilada, hasta lograr un pH neutro. Estas
soluciones son posteriormente saturadas con una mezcla gaseosa compuesta por 80% de N2y 20%
de COz por al menos 40 minutos, para luego ser esterilizadas mediante autoclave a 121°C por 30
minutos.

Por otro lado, la Solucién Mineral de Wolin modificada se prepara mediante la diluciéon de NTA y
su neutralizacion mediante KOH, para luego agregar los demas minerales y ajustar el pH a 7,0.
Mientras que, la Solucién de Vitaminas de Wolin se prepara disolviendo en agua destilada todos
los componentes directamente. Ambas soluciones son posteriormente esterilizadas mediante
filtrado por filtro pirinola estéril con tamafio de poro 0,22um bajo cdmara de flujo laminar, y
saturado con una mezcla gaseosa compuesta por 80% de N2 y 20% de CO; por al menos 40 minutos
y de manera estéril. Estas soluciones son finalmente almacenadas entre 2 a 4°C.
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b) Medio de cultivo DSMZ 195¢

Para el cultivo de Halodesulfovibrio aestuarii, el medio de cultivo utilizado fue el estipulado por
DSMZ, el 195¢ Medium (DSMZ, 2022a), consistente en: 3,00 g de Na2SO4 (>99% Sigma-Aldrich),
0,20 g de KH2PO4(99% Sigma-Aldrich), 0,30 g NH4Cl (99,5% Sigma-Aldrich), 21,00 g de NaCl
(>99% Merck), 3,00 g de MgCl; - 6 H2O (99% CDH), 0,50 g de KCI (>99% Sigma-Aldrich), 0,15
g de CaClz - 2 H2O (>99% CDH) disueltos en 1000,00 mL de agua destilada. Esta solucion es
saturada con una mezcla gaseosa compuesta por 80% de N2 y 20% de COz por al menos 40 minutos
y esterilizado por autoclave. A ésta, se le adicionan las siguientes soluciones de manera anoxica y
estériles: 14,15 mM (1,5 g/L) de Carbonato de sodio (99,9% Merck) como tampoén, 22,31 mM (2,5
g/L) de Lactato de Sodio (solucién al 60% m/m Sigma-Aldrich) como dador de electrones, 10mL
por litro de solucidon base de Solucion de Vitaminas de Wolin, sulfuro de sodio como agente
reductor (c.3. Sulfuro de Sodio), I mL por litro de solucion base de Solucion de Selenito-Tungstato
y de Solucion de Elementos Traza SL-10 (Tabla 8).

Tabla 8. Solucion de Elementos Traza SL-10 (DSMZ, 2022a)

Compuesto quimico Cantidad Unidad Especificacion

HCI (25%) 10,00 mL 37% CDH

FeCl2 - 4 H20 1,50 g 98% Sigma-Aldrich
ZnCI2 70,00 mg >98% Sigma-Aldrich
MnCl12 - 4 H20 100,00 mg >99% Sigma-Aldrich
H3BO3 6,00 mg 99,5% Sigma-Aldrich
CoClz2 - 6 H20 190,00 mg >99% CDH

CuClL2- 2 H20 2,00 mg >99% Sigma-Aldrich
NiClL: - 6 H20 24,00 mg 98% Loba Chemie
Na:MoOs - 2 H20 36,00 mg 99,50% Sigma-Aldrich
Agua Destilada 990,00 mL

Las soluciones mencionadas son preparadas disolviendo sus componentes en agua destiladas de tal
manera de generar un stock concentrado, para luego ser saturadas con una mezcla gaseosa
compuesta por 80% de N> y 20% de CO» por al menos 40 minutos, y esterilizadas en autoclave por
30 minutos a 121°C. La solucion de Selenito-Tungstato se prepara con la disolucion de 0,50 g de
NaOH (98% Applichem Panreac), 3,00 mg de Na2SeOs - 5 H20 y 4,00 mg de Na;WOq4 - 2 H,0 en
1000 mL de agua destilada.

Por otro lado, la Solucién Mineral de Wolin modificada, se prepara seglin lo especificado en la
seccion anterior (3.1.1 a) Medio de cultivo DSMZ 826). Mientras que, la Solucion de Elementos
Traza SL-10 se prepara disolviendo FeCl2 - 4 H>O en HCI, luego diluir con agua destilada y
adicionar los demas componentes de la solucion, aforando a 1000 mL, e igualmente se esteriliza
mediante filtrado y se acondiciona a atmosfera andxica.

c) Otros reactivos
Para el andlisis del metabolismo de microorganismos en medios que contienen arsénico, es
requerido la produccion de soluciones stock de As(IIT) y As(V) de manera andxica y estéril:
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c.1 Arsenito de Sodio
Se disuelve NaAsO> (>90% Aldrich) en agua destilada para generar stock de 10 mM (1,30
g/L)y 100 mM (12 g/L).

c.2. Arseniato de Sodio
Se disuelve Na2HAsO4 - 7H20 (>98,00% Sigma-Aldrich) en agua destilada para generar
stock de 100 mM (31,25 g/L) y 500 mM (156,00 g/L).

Por otro lado, los agentes reductores son requeridos en el medio de cultivo para generar las
condiciones de potencial oxidoreductor suficiente para favorecer los procesos metabdlicos
principales de los microorganismos en estudio. Para el analisis en Halodesulfovibrio aestuarii, se
requiri6 el uso de los siguientes agentes reductores:

c.3. Sulfuro de Sodio

Agente reductor original del medio de cultivo DSMZ 195¢, con un potencial reductor
estandar para el par reductor S’/H,S de -0.243 V (Widdel, F. y Bak, F., 1992). Se disuelve
NazS - 9H>0 (>98%, Sigma-Aldrich) en agua destilada, se expone a atmosfera de 100% N,
ya que la alcalinidad de la solucién disuelve CO2 generando vacio y la posible
contaminacion con oxigeno (Hungate, R., 1969).

Al medio de cultivo M195c se le adicionan 1,66 mM (0,4 g/L) como agente reductor.

c.3. Citrato de titanio (I111)

Zehnder, A. y Wurhmann, K. (1975) proponen la utilizacion de Citrato de Titanio (III)
como agente reductor, evidenciando que dicho compuesto logra generar un potencial de
equilibrio a pH 7 de E’%y=-480 mV, suficiente para eliminar el oxigeno del medio de cultivo
con una reaccioén de primer orden con una constante de equilibrio de k=11,4 + 0,8 - 10 s
a 25°C.

Para la preparacion de Citrato de Titanio (III) se realiza el procedimiento descrito por
Zehnder, A. y Wurhmann, K. (1975). Para esto, se mezclan 50mL de soluciéon a 0,20 M de
Citrato de Tri Sodio dihidratado, preparado con la dilucion de 5,912 gramos CsHsNazO7 -
2H>0 (99% Loba Chemie) en 100 mL de agua destilada, con 5 mL de solucion de Tri
Cloruro de Titanio (IIT) (12% Merck), neutralizado a pH 7 con solucion de Carbonato de
Sodio 1 M (11,2 mL utilizados). Posterior a su esterilizaciéon por autoclave, parte del
carbonato se precipita, generando turbidez previo a su uso (Figura C - 4).

El medio M195c¢ es modificado adicionando el volumen correspondiente para obtener una
concentracion de 1mM de esta solucion.

c.4. Cisteina-HCI

Blum, J. et al., (1998) presentan el descubrimiento de 2 nuevas especies capaces de respirar
oxianiones de arsénico y selenio, en donde, la utilizacion de HCI-Cisteina como agente
reductor fue eficiente para el cultivo de este tipo de especies. Con un potencial reductor
estandar de -0.325 V, es usada generalmente para especies metanogénicas, aunque con
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buenos resultados en bacterias sulfato reductoras (Widdel, F. y Bak, F., 1992). Pese a que
se indican interacciones entre las distintas especies de arsénico con grupos funcionales
(Chillg, D. et al., 2022), Zhou, X. et al., (2021) indica que estos oxianiones no generan un
enlace significante con la cisteina libre.

La preparacion de una solucion stock de HCI-Cisteina es descrito en detalle en O’Brien, J.
y Malvankar, N. (2016). Se disuelve Cisteina C3H7SNO (98%,CDH) en agua destilada, se
ajusta el pH con HCI 1M, hasta pH neutro y se afora a 1000 ml para lograr una
concentracion de 100 mM.

El medio 195¢ es modificado con la adiciéon de HCI-Cisteina segun lo especificado por
Blum, J. et al., (1998) para bacterias sulfato reductoras, con una concentracion
recomendada de 0,25 g/L, es decir, de 1,42 mM.

Todos los reactivos anteriores fueron preparados segin lo especificado en cada uno, para
posteriormente ajustar a atmosfera anoxica con una mezcla de gases mezcla gaseosa compuesta
por 80% de N2y 20% de CO (excepto por cuales se indican) por al menos 40 minutos y esterilizado
por autoclave a 121°C por 30 minutos.

3.1.2 Preparacion Inéculos Microbianos

Ambos microorganismos estudiados, tanto Geobacter sulfurreducens como Halodesulfovibrio
aestuarii corresponden a bacterias anaerobias obligadas, por lo que su cultivo debe realizarse bajo
condiciones anoxicas y estériles, evitando asi la contaminacion con otros microorganismo.

Para ello, se utilizan a tubos de ensayo sellados con un sello de goma y aluminio a los que se les
induce una atmosfera andxica a través de una estacion de gasificacion (Figura C - 3) de 80% de N»
y 20% de CO2 por 15 minutos (Figura C - 2), para luego esterilizar mediante autoclave a 121°C
por 30 minutos. A estos, una vez enfriados a temperatura ambiente, se les adicionan 10 ml del
medio de cultivo e inoculan con el microorganismo correspondiente.

Para el cultivo de ambas especies en estudio, se consideran principalmente las descritas por el
Instituto Leibniz DSMZ Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH (En
su idioma original, aleman, “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH ")
producto de que las cepas respectivas fueron originalmente compradas a dicho proveedor.

Para el cultivo de Geobacter sulfurreducens, se utilizan principalmente dos medios de cultivo:
NBAF (siglas en ingles de “Non-Buffered Acetate Fumarate”) y FWAF (siglas en ingles de “Fresh
Water Acetate Fumarate). El primero se caracteriza por presentar una mayor concentracion de
sales y minerales que podrian interferir en el andlisis de la afeccion del crecimiento de Geobacter
sulfurreducens por las posibles interacciones con el arsénico (Burford, N. et al., 2011), por lo que,
para dichos analisis, se utilizo6 el segundo, en especifico el detallado por el Instituto Leibniz DSMZ
en su apartado “DSMZ 826 Geobacter sulfurreducens Medium”.
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Por otro lado, para el cultivo de H. aestuarii, se utilizan principalmente dos medios de cultivo
descritos por el Instituto Leibniz DSMZ, el medio M163 y M195c¢. El primero se caracteriza por
presentar una mayor hierro a través de la adicion de sulfato de hierro, que podria interferir en el
analisis de la afeccion del crecimiento de H. aestuarii por las precipitacion de sulfuros de hierro
por la interaccion entre este y el acido sulthidrico, que dificultan la toma de datos a través de
espectroscopia, y la adsorcion de arsénico en estos que podria disminuir la biodisponibilidad de
este contaminante (Couture, R. y van Cappellen, P., 2011), por lo que, para dichos anélisis, se
utilizo el segundo medio de cultivo, en especifico el detallado por “DSMZ 195¢ Desulfobacter sp.
Medium (Lactate)”.

Se extrae inoculo cuando la OD alcanza alrededor de 0,500 y 0,300 para G. sulfurreducens y H.
aestuarii (etapa exponencial tardia) respectivamente de cada muestra para su transferencia al nuevo
tubo. Pasadas 3 generaciones y de la activacion metabdlica del microorganismo, se inoculan medio
de cultivo para los experimentos correspondientes.

3.2 CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO
El crecimiento microbiano exponencial puede modelarse a partir de la division celular (Madigan,
M. et al., 2015):

N =2"-N, (15)

Donde n corresponde al nimero de la generacion, es decir, la cantidad de veces que se han dividido
las células, expresado como la razon entre el tiempo transcurrido “t” y el tiempo de duplicacion
“tp”,y Ny ala poblacion inicial.

De esta manera y a partir de la Ecuacion (15), la funcidn respecto al tiempo del crecimiento de la
poblacion es:

N(t)
N(t) — 2t/tp N, = N_o = 2t/tp (16)
Aplicando logaritmo natural en ambos lados de la Ecuacion (16):
Ln(z)_
Ln (N(”) =Ln(2) -~ > N({)=Ny-e o (17)
No tp

Il

Con ello, se define la velocidad especifica de crecimiento “u” como la razon entre el logaritmo
natural de 2 y el tiempo de duplicacion (Madigan, M. et al., 2015), quedando la Ecuacion (17) de
la siguiente forma:
Ln(2) ¢ 1

N(@)=Ny-e o = N,-eht (18)
De la Ecuacion (18) se extraen los parametros que permiten modelar la cinética de crecimiento
microbiano, que pueden ser estimados a partir de la linealizacion de la ecuacion anterior a través
de la aplicacion del logaritmo natural:

Ln (52) = Ln(er) - Ln(N()) = - t + Ln(Ny) (19)

Ny
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Debido a la relacion directamente proporcional entre la absorbancia y la concentracion celular en
el medio, la Ecuacion (19) puede ser descrita también como:

Ln(ABS(t)) = u-t + Ln(ABS,) (20)

Donde ABSy corresponde a la absorbancia inicial y ABS(z) a la absorbancia medida en un
espectrofotometro a 600 nm a través del tiempo. La pendiente de esta recta (Ecuacion (20))

generada correspondera a la velocidad especifica de crecimiento “u”, que a su vez, por definicion,
se logra estimar el valor del tiempo de duplicacion, expresada en la Ecuacion (21):

Ln(2) Ln(2)
= tD =

tp u

21

3.2.1 Otros Parametros

a) Tiempo de Latencia tr.g
Se considero como tiempo de latencia al tiempo que transcurre entre la inoculacion del
microorganismo hasta el comienzo de aceleracion del crecimiento en la etapa exponencial.

b) Maximo Crecimiento ODyax
Se consider6 como maximo crecimiento al valor maximo de OD alcanzado en la etapa
exponencial tardia, valor en el cual fluctian las mediciones posteriores en la etapa
estacionaria.

¢) Tiempo para Mdaximo Crecimiento top-max
Se consider6 como tiempo para méaximo crecimiento al tiempo ocurrido entre la
inoculacion del medio de cultivo hasta que este alcanza la maxima OD, en la etapa
exponencial tardia.

3.3 ANALISIS DEL MEDIO DE CULTIVO Y MEJORAS

Se ha evidenciado en la literatura (Couture, R. y van Cappellen, P., 2011; Wolthers, M. et al., 2007)
que el arsénico puede interactuar con diversos minerales, metales, carbonatos, vitaminas y agentes
reductores, por lo que es requerido una revision de las mejores condiciones requeridas para el
analisis del efecto del arsénico en microorganismos, principalmente con el agente reductor.

Para ello, se realizan pruebas abioticas, es decir, en medio de cultivo estéril y andxico, de esta
interaccion modificando el agente reductor utilizado como la especie de arsénico. Segin Widdel,
F. y Bak, F. (1992) es necesario mantener un potencial reductor bajo los -100mV, ya que la
reduccién de sulfato a sulfuro ocurre alrededor de los -220 mV a pH 7 (Madigan, M. et al., 2015),
por lo que se tomaron en cuenta algunos de los agentes reductores propuestos por Wagner et al.
(2019), como el sulfuro de sodio (Na2S) y la HCI-Cisteina, como también el Citrato de Titanio
(IIT) propuesto por Zehnder, A. y Wurhmann, K. (1975).

A medio de cultivo M195¢ para Halodesulfovibrio aestuarii, se le anadid el agente reductor
especificado, resazurina de sodio como indicador del potencial reductor (Figura 32) y

concentraciones de As(IIl) o As(V), de manera andxica y estéril.
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Figura 32. (A) Reaccion de LVM, incoloro, con I> a VM, de color verde cian. (B) Longitud de
onda de ambos compuestos, LVM y VM evidenciando una alta absorbancia a una longitud
de 617 nm en este ultimo (Tiwari, K., 2010).

La resazurina, azul en dilucion, se reduce a resorufina (rosada) en presencia de oxigeno, la que a
su vez se reduce a dihidroresorufina (incolora) en un medio reductor, con un potencial reductor
entre -30 y -40 mV (Widdel, F. y Bak, F., 1992), siendo esta ultima reaccion reversible (Wagner et
al.,2019), y la indicativa del cambio del potencial reductor en el medio (Figura 33 y Figura C - 4).

blue pink colourless
@)
' N
N -[0] N +2H
+2e*
HO [e) (o) HO (o] (o] HO o OH
resazurin resorufin dihydroresorufin

Figura 33. Reduccion de Resazurina (azul) a Resorufina (rosada) y posteriormente a
dihidroresorufina (incolora) en un medio reductor (Wagner, A. et al., 2019).

3.4 ANALISIS ARSENICO EN MUESTRAS DE CULTIVO

3.4.1 Metodologia Cuantitativa: Medicion espectrofotométrica

Para el andlisis espectrofotométrico de arsénico en muestras de cultivo, se utilizé una modificacion
del método planteado por Stancheva, K. y Pasha, C. (2016) en base a lo observado en el anélisis
de Tiwari, K. (2010), en donde se utiliza la generacion de 1> que reacciona con Leuco Verde
Malaquita (LVM), que al oxidarse a Verde Malaquita el color de la solucion pasa a ser verde cian
(Ecuacion (22)):

As'0; 42105 + 8HY = I, + AsV03™ + 4H,0 (22)

3.4.1.1 Procedimiento
a) Medicion de As (III)

1) A 5 ml de muestra previamente filtrada o estandar de arsénico, se le adicionan 1 ml de KIO3
0,3% m/vy 0,5 ml de HCI 1M, agitando suavemente por 2 minutos.

2) De colorearse marrén la solucion, es necesario la adicion de algunas gotas de acido
ascorbico.
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3) Continuar con la adiciéon de 0,5 ml de LVM 0,005 % m/v y 2ml de solucion Buffer de
Acetato (1,35 g/L de acetato de sodio ajustado a pH 4,5 con 4cido acético glacial).

4) Las muestras son calentadas en bafio maria a 40°C por 5 minutos.

5) Luego de enfriar las muestras a temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 617 nm.

b) Medicion As (V)

1) La medicion de As (V) se basa en la sustraccion entre el arsénico total y el valor obtenido
de As(III), por lo que se mide el arsénico total mediante la reduccion de todo el As(V) con
la adicion de 0,5 ml de KI 0,5% p/p y 0,5 ml de HC1 1M, a muestras previamente filtradas.
La reduccion de As(V) a As(II) sigue la siguiente ecuacion (Ecuacion (23)):

AsVO03™ + 21" +2HY = I, + As' 03~ + H,0 (23)

Se realiz6 una curva de calibracion (Figura B - 1) con muestras de As (III) diluido en agua
doblemente destilada (MiliQ) (Tabla B — 1) y con medio M195c diluido 1:500 (Tabla B - 2), con
concentraciones conocidas (en pg mL7). La regresion lineal de los datos generados permite
interpolar la sefial generada por muestras de concentracion desconocidas. La concentracion
calculada (en pg mL") debe ser convertida a las unidades de medida correspondiente a través del
peso molecular del arseniato de sodio (129,91 g mol’) y luego aplicar el factor de dilucion estimado.

Los interferentes de la metodologia segiin Stancheva, K. y Pasha, C. (2016) son especificados en
la Tabla 9, indicando la concentracion maxima de tolerancia del método segun los dos colorantes

utilizados en dicho estudio, indicandose también en esta las concentraciones del medio de cultivo
M195c.

Tabla 9. Contraste entre las concentraciones en M195c y el limite de tolerancia para distintos
iones interferentes en la metodologia descrita por Stancheva, K. y Pasha, C. (2016) para
safranina y fucsina y por Tiwari, K. (2010) para Leuco Verde Malaquita.

Limite de tolerancia’ mg L- Limite de tolerancia’ mg L Concentraciones en M195¢?
Iones Stancheva, K. y Pasha, C. Tiwari, K. (2010) mg L
(2016) ’
Safranina O Fucsina Leuco Verde Malaquita Sin dilucién 1:500
Fet 100 150 400 1,5 0,003
Ni** 100 100 - 0,024 0,000048
Ca®* 300 400 3400 0,15 0,0003
Co** 150 100 400 0,15 0,00038
Zn*t 1000 1000 400 0,07 0,00014
Na* - - 3400 21000 420
K* - - 3400 0,7 0,0014
Mg* - - 1000 3000 6
Cu** - - 400 0,002 0,000004
Ccr - - 2300 28100 56,2
Acetato - - 1000 -3 -3
Fosfato 1000 1100 2300 200 0,4
Sulfato 1000 1200 2000 3000 6
1. Concentracion requerida para generar un error del 2% en la medicion de la absorbancia
2. Calculado segun las cantidades de sales de cloruro adicionadas al medio M195¢
3. Producto del metabolismo de Halodesulfovibrio aestuarii. Desconocida concentracion exacta.
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De las muestras realizadas para el andlisis del efecto del arsénico en el crecimiento de
Halodesulfovibrio aestuarii (seccion 4.2) se extraen 0,1 ml en etapa de cese de actividad metabolica
y muerte celular (disminucion dréstica de OD hasta alcanzar alrededor de 0,050), y de medio de

cultivo estéril con las concentraciones de arsénico correspondientes, diluyéndose a una razon de
1:500.

El calculo de la concentracion de As(III) en las muestras diluidas, con las absorbancias obtenidas,
datan de una concentracion sobreestimada (Tabla B - 3), por lo que la absorbancia se corrigieron
con el valor obtenido en el control.

3.4.2 Metodologia Cualitativa: Precipitacion con Nitrato de Plata

Se toma como referencia el estudio realizado por Lett, M. et al. (2001) para el analisis de muestras
con arsénico mediante la aplicacion de nitrato de plata (AgNO3, Bioquimica S.A.) 0,1 M. En este
se adicionan 150 pL de AgNOs a 150 pL de estandar de arseniato y arsenito, visualizando el color
del precipitado, amarillo y rojo oscuro respectivamente y naranjo oscuro a una mezcla de estos. El
analisis del metabolismo de arsénico de especies en analisis es realizado mediante la inundacion
de colonias en medio solidos.

La reaccion de precipitacion ocurre segun las siguientes ecuaciones (Ecuaciones (24) y (25)):

As'! 03 (aq) T 349N03 (aq) = Ag3A4503(sotido amaritio) + 3HNO3(aq) 24

ASVO4(aq) + 3AgNOS(aq) - A93A504(solid0 rojo oscuro) + 3HNO3(aq) (25)

El procedimiento es modificado para el trabajo con muestras liquidas, adicionando el mismo
volumen de muestra que lo explicitado para los estandares.

Ante la aparicion de colores no acordes a lo esperado por la precipitacion de otros compuestos, se
dejo decantar por al menos 30 minutos, para posteriormente tomar 150 pL de liquido sobrenadante
y adicionarle 150 pL de AgNOs extra, proceso que se repitido una vez mas.

La presencia de otros compuestos e iones podrian interferir en la metodologia ante la precipitacion
de compuestos con una menor constante de solubilidad (Tabla 10).

Tabla 10. Algunos compuestos ionicos solidos generados por la reaccion de precipitacion con
nitrato de plata, color del precipitado, reaccion y constante de solubilidad. Elaborado a partir
de datos de Haynes, W et al. (2017).

Compuesto (formula) Reaccion
Acetato de plata (AgC,H30,) Ag* + C,H;0, & AgC,H;0, (s) Blanco 1,94-1073
Arseniato de plata [As(V)] 3Ag* +AsO;” « Ag3AsO4i, | Rojomarrén | 1,03-107%2
(Ag3As0,) (amarillo con
As(III)
Carbonato de plata (4g,C03) 2Ag* + CO3 © Ag,CO03 Amarillo 8,46 - 10712
Cloruro de plata (AgCl) Ag® +ClI” & AgCl, Blanco 1,77 - 10710
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Compuesto (formula) Reaccion Color Ksp

Fosfato de plata (Ag3P0,) 3Ag* + PO~ & AgsPO0, (5 Amarillo 8,89 - 10717
Sulfato de plata (49,50,) 2Ag"* + S05™ © Ag,S04 (5 Blanco 1,20-107°
Sulfuro de plata?(49,S) 2AgT + 5?7 o Ag,Ss Gris/Negro 6-10730(2
1. No se evidencian valores de Ksp para arsenito de plata [As(III)].
2. Enbasealareaccion M, S, ;) + 2H" = mM* + nH,S )

3.5 SECUENCIACION Y ANOTACION DEL GENOMA DE HALODESULFOVIBRIO
AESTUARII

El ADN de 100 ml de cultivo de Halodesulfovibrio aestuarii fue extraido utilizando FastDNATM
SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, Solon, OH, USA), segun el protocolo del fabricante. A
continuacion, el producto se diluyo en un volumen final de 100 pL y el genoma fue amplificado a
través de MiSeq [llumina (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) protocolo de obtencion de lecturas
del tipo 2 x 300 bp paired-end.

Se realiz¢ la revision manual de las anotaciones del genoma de H. aestuarii, base de datos realizada
y compartida cortesia del Dr. Roberto Orellana y de la Dra(c) Josefina Abarca. Esta base de datos
fue elaborada a través del ensamblador de genoma SPAdes y anotadas mediante DRAM (de las
siglas en ingles de “Distilled and Refined Annotation of Metabolism™), el cual a su vez utiliza como
base de datos la proveida por KEGG (de las siglas en ingles “Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes”), y presentadas a través de la plataforma KBase.

La revision de las anotaciones consistid en la ubicacion de las estructuras principales de los
metabolismos del azufre y del piruvato, como también del arsénico, ubicando la enzima y su
numero EC respectivo (segtin el Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica
y Biologia Molecular sobre la Nomenclatura y Clasificacion de Enzimas segun las Reacciones que
Catalizan), su ubicacion en la base de datos del genoma y la reaccidon que cataliza.

Las estructuras que no son encontradas directamente a través de la revision del genoma, indicado

por la plataforma KBase, son revisadas a través de una busqueda retrospectiva por cada una de
estas en el metabolismo sefialado, para lo cual se utiliza la base de datos de KEGG.

|46



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 PRUEBAS ABIOTICAS: EFECTO DEL AS EN MEDIO DE CULTIVO ESTERIL

Halodesulfovibrio aestuarii, como bacteria sulfato reductora halofila (Postgate, J., y Campbell, L.,
1966), requiere de un potencial reductor altamente negativo, menor a -100mV (Madigan, M. et al.,
2015), para la activacion del proceso de reduccion del sulfato a sulfuro. Para ello, la adicion de

agentes reductores al medio de cultivo que provean las condiciones anoxicas requeridas es de gran
importancia (Widdel, F. y Bak, F., 1992; Wagner, A. et al., 2019).

Debido a su alta reactividad, algunos compuestos presentes en los medios de cultivo de bacterias
sulfato reductoras pueden reaccionar entre si afectando su solubilidad. Un ejemplo de esto
corresponde sulfuro de sodio del medio 195C de Halodesulfovibrio aestuarii, que reacciona
rapidamente con arsénico trivalente (Lewis, A., 2010), generando un precipitado amarillo
caracteristico de trisulfuro de arsénico (Xu, H. et al., 2023).

Estas reacciones de precipitacion inducen una baja en la biodisponibilidad de los compuestos y
sales del medio de cultivo, como también imposibilitan la toma de datos espectroscopicos para el
monitoreo del crecimiento, metodologia clave, de alto rendimiento y bajo costo (Wacogne, B. et
al., 2024) para el seguimiento del crecimiento de bacterias anaerobicas. Debido a esto, previo al
trabajo con H. aestuarii, se realiz6 una evaluacion de ajustes en medio de cultivo DSMZ 195c¢
enmendado con concentraciones crecientes de As(IIl) o As(V) en una serie de pruebas abioticas, y
con esto, evaluar la realizacion de ajustes y mejoras técnicas que permitan evaluar el efecto de As
en el crecimiento de H. aestuarii.

Otros agentes reductores usualmente utilizados para BSR (Widdel, F. y Bak, F., 1992), fueron
evaluados pero no utilizados. El ascorbato de sodio (dehidroascorbato/ascorbato, E" = +0,058 V)
presenta un potencial reductor demasiado alto para generar el ambiente reductor necesario para H.
aestuarii. El Tioglicolato de sodio (disulfuro de tioglicolato/tiogricolato, E” = -0,14 V) presenta
un grupo tiol que podria interactuar con el arsénico del medio y disminuir su biodisponibilidad
(Chille, D. et al., 2022), ademas de que las soluciones de este son oxidadas con facilidad. El
ditionito de sodio (2S03%/S:04%*, E” = -0.29V) también es ampliamente utilizado, sin embargo, su
relativa toxicidad y rapida oxidacion genera que deba usarse en adicion de otros agentes reductores,
por lo que en estudios extensos perdera rapidamente su capacidad reductora (Widdel, F. y Bak, F.,
1992). También, su par redox, el sulfito, puede ser utilizado como dador de electrones por H.
aestuarii (Shivani, Y. et al., 2017).

Todas las pruebas se realizaron en condiciones anaerdbicas y de esterilidad, manteniendo un
numero de replicas que permita equilibrio entre precision y variabilidad con el costo de los ensayos
salvo aquellas que influyeron la adicion de cisteina. Las pruebas abioticas realizadas fueron las
siguientes:
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4.1.1 M195c tradicional

a) Arsenito de Sodio [As(IIl)]

La enmienda de arsenito de sodio a 0,5, 1 y 2 mM, pero no a 0,1 mM (Figura 34) en medio 195C
tradicional, incluyendo Na>S como agente reductor y resazurina de sodio como indicador de
potencial reductor, gener6 la formacion de un precipitado abundante de manera inmediata de
sulfuro de arsénico, en menos de 10 segundos de haber sido incorporado (Figura 35). Dicho
precipitado imposibilita el seguimiento de crecimiento microbiano a través de espectrofotometria.
De acuerdo a estudios previos realizados en medios de cultivos similares, es muy probable que este
precipitado corresponda a trisulfuro de arsénico, compuesto que se ha encontrado luego de la
reaccion de arsénico con S(-II), lo que compromete la solubilidad y biodisponibilidad del As en el
medio de cultivo (Xu, H. et al., 2023).

Figura 34. M195¢ con Na2S como agente reductor, sin inoculacion y con As(III). De
izquierda a derecha: blanco sin arsénico, 0,1, 1 y 2mM de As(III).

Figura 35. Precipitado amarillo en M195c¢ con Sulfuro de Sodio como agente reductor, ante
la adicion de As(III). La reaccion es rapida, de tan solo 10 segundos para que le medio de
cultivo se torne totalmente amarillo, y pasados unos minutos, sedimente el precipitado.
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Con el objetivo de evaluar la estabilidad de este precipitado ante condiciones ambientales variables,
se realizo en paralelo un experimento de generacion de este precipitado con el posterior ingreso de
aire (y por ende oxigeno) al sistema (Figura 36). Se observd que a mayor concentracion de As (I11),
ya sea en forma de precipitado o en su forma soluble, hay mayores cambios en el potencial redox
evidenciado por los mayores cambios de color de la resazurina (oxidacion a resorufina rosada), los
que podrian sugerir un estado de oxidacion mayor en dichos tubos (Figura 37). La fraccion de
As(IIT) precipitado se solubilizd6 después de 5 dias posterior a la apertura y exposicion a la
atmosfera de los tubos, sugiriendo el rol relevante que posee las condiciones de oxidorreduccion
en las propiedades fisicoquimicas y biodisponibilidad en el ambiente de los compuestos que
contienen As. El pH no resulta ser responsable del cambio en el potencial redox ya que se mantuvo
sin cambios significantes durante todo el experimento.

Figura 36. Medio de cultivo M195¢, con 1,66mM de Na:S como agente reductor y 0,5, 1y 2
mM de As(III) en duplicado, y con precipitado de sulfuro de arsénico. Tubos de la izquierda
corresponden a condicion anoxica, y a la derecha abiertos a la atmosfera. A, B, Cy D
corresponden a 0, 24, 72 y 120 horas desde comenzado el experimento, evidenciindose la
total disolucion del precipitado en condiciones aerobias a las 120 horas.

W" .'I!I.I'nh\ \

Figura 37. Efecto de la adicion de As(III) a M195¢ con 1,66 mM de NazS y resazurina como
indicador de potencial oxido reduccion. Notar que el precipitado es rapidamente
solubilizado a bajas concentraciones de As(III) (derecha), y que a mayores concentraciones,
el potencial aumenta en mayor parte del volumen, generando una diferencia notoria en la
coloracion de la resazurina producto de la difusion del O2 en el medio y dicho aumento del
potencial.
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b) Arseniato de Sodio Heptahidratado [As(V)]

Se realiz6 una adicion de concentraciones incrementales de 0,5, 1,3, 5, 10y 20 mM de As (V) den
medio M195C. Al contrario de lo observado con la adicion de As (III), la adicion de As(V) no
presentd formacion de precipitados después de una semana, sugiriendo que el As(V) se mantiene
de forma soluble en el medio (Tabla 11). Al igual que el caso anterior, el pH se mantuvo sin
cambios significativos durante todo el experimento.

Tabla 11. Densidad dptica, variacion final de OD y pH final de M195c con 1,66 mM de Na:S
y concentraciones variables de As(V).

48 horas

168 horas 336 horas

Muestra 0 horas 2 dias) (7dias) (14 dias) pH final
Control 0,000 0,000 0,000 0,000 ~7
0,5 mM - 0,005 - 0,007 -0,013 - 0,015 ~7
1 mM - 0,007 - 0,010 - 0,021 - 0,026 ~7
3 mM - 0,008 - 0,005 - 0,033 - 0,028 ~7
SmM - 0,005 - 0,003 - 0,038 - 0,029 ~7
10 mM - 0,005 - 0,001 - 0,029 -0,018 ~7
20 mM - 0,002 - 0,028 - 0,035 - 0,028 ~7

Al contrario que en su contraparte, después de las 168 horas se registré un cambio de estado de
oxidorreduccion leve de los tubos, sugiriendo un posible ingreso de aire. Mientras los tubos con
adicion de As(III), con la presencia de precipitados, no sufrieron un cambio en sus condiciones
redox (no se evidencia cambio de color), los tubos con As(V) si presentaron cambio de color
(Figura 38).

Figura 38. Cambios evidenciados en el medio de cultivo M195¢ 1,66 mM de Na2S a
diferentes concentraciones de As(V). A, B C y D corresponden a 0, 48, 168 y 336 horas (2
semanas). En todos los registros, de izquierda a derecha, las concentraciones de As(V) son:
0 (blanco-control), 0,5,1,3,4,10y 20 mM. A la izquierda de cada registro, tubo con mismas
condiciones y 10 mM de As(V) que motivo la prueba de analisis al volverse rosado en solo
72 horas.
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4.1.2 M195¢c modificado con Ci-Ti (IIT)
Segtin Zehnder, A. y Wurhmann, K. (1975), el citrato se titanio (III) (Ci-Ti(Ill)) logra generar un
ambiente reductor con un potencial redox estandar de -480mV a pH circumneutral.

Concentraciones ascendentes de arsenito de sodio (0,5, 1 y 5 mM) fueron suplementadas a medio
M195¢ modificado con Citrato de Titanio (III) como agente reductor. Al cabo de 24 horas, se
evidencia la formacion de abundante precipitado marrén en todos los tratamientos, inclusive los
que no poseen adicion de arsénico (Tabla 12) lo que imposibilita el seguimiento del crecimiento
microbiano a través de espectrofotometria (Figura 39). Adicionalmente esta formacioén podria
comprometer la biodisponibilidad del As en el medio ya que podria haber sido adsorbido o co-
precipitado. El pH se mantuvo proximo a la neutralidad durante el experimento.

Tabla 12. Densidad optica, variacion final de OD y pH final de M195¢ con 1,0 mM de Ci-
Ti(III) y concentraciones variables de As(III).

Muestra 0 horas 24 horas 48 horas 96 horas  Variaciéon  pH final
(1 dia) (2 dias) (4 dias)
M195¢c Na2S 0,000 0,000 0,000 0,000 - ~7
M195c¢ Ci-Ti(I1I) 0,149 0,169 0,170 0,175 17% ~7
0,5 mM A 0,206 0,250 0,271 0,291 41% ~7
0,5 mM B 0,202 0,262 0,279 0,308 52% ~7
1,0 mM A 0,230 0,296 0,305 0,325 41% ~7
1,0 mM B 0,237 0,292 0,301 0,321 35% ~7
5,0 mM 0,360 0,376 0,392 0,398 11% ~7

[ — =
>

Figura 39. Cambios evidenciados durante una semana en M195c con 1 mM de Ci-Ti (III)
como agente reductor, anoxico y estéril, a concentraciones variables de As(IIT). Tubos
ordenados de izquierda a derecha: M195¢ con Na2S, M195¢ con Ci-Ti (III) en ausencia de
arsénico, duplicados de M195c¢ con Ci-Ti(III) con 0,5 mM, 1,0 mM de As(III) y ultimo con 5
mM de As(IIT). Imagenes A, B C y D son para: medios recién preparados (0 horas), 24 horas,
48 horas y 96 horas respectivamente. Es de notar que a las 72 horas no se evidencian cambios
de la condicion predecesora.

Debido a estos resultados, se decidio no proceder con experimentos basados en la adicion de As(V)
a este medio de cultivo.
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4.1.3 M195c modificado con HCI-Cisteina

La HCI-Cisteina es utilizado como agente reductor para el estudio de bacterias metanogénicas
(Widdel, F. y Bak, F., 1992), aunque también ha dado buenos resultados en BSR (Blum, J. et al.,
1998). En algunas BSR, la cisteina podria ser utilizada como dador de electrones (Barton, L. y
Fauque, G., 2022), sin embargo, H. aestuarii no (Shivani, Y. et al., 2017).

a) Arsenito de Sodio [As(II])]

La enmienda de arsenito de sodio a concentraciones crecientes de 0,1, 0,5, 1, 2, y SmM en medio
M195¢ modificado con HCI-Cisteina como agente reductor, no gener6 aparentemente cambios en
el potencial redox al no presentar coloracion alguna en 30 dias (Figura 40). La OD medida se
mantuvo estable al igual que el pH circumneutral hasta terminada la observacion (Tabla 13).

Figura 40. Medio de cultivo M195¢ con 1,44 mM de HCl—Clstelna como agente reductor, a
diferentes concentraciones de As(IIl). A la izquierda (A) registro de la primera observacion
(0 horas) y a la derecha (B) luego de 30 dias. En ambas fotografias, las concentraciones de
As(III) son, de izquierda a derecha: 0 (blanco-control), 0,1, 0,5, 1, 2, 5 mM.

Tabla 13. Densidad dptica, variacion final de OD y pH final de M195c¢ con 1,42 mM de HCl-

Cisteina y concentraciones variables de As(III).
Muestra 0 dias 9 dias 19 dias 30 dias pH final

Control 0,000 0,000 0,000 0,000 ~7

0,1 mM 0,006 0,002 0,000 0,001 ~7

0,5 mM -0,001 0,001 0,000 0,003 ~7

1 mM 0,004 0,004 0,004 0,002 ~7

2 mM 0,005 0,005 0,004 0,003 ~7

5 mM 0,001 0,004 0,003 0,004 ~7
b) Arseniato de Sodio Heptahidratado [As(V)]

De manera similar al experimento anterior, la adicion de 0,5, 1, 3, 5, 10 y 20 mM de As(III) al
medio M195¢ modificado con HCI-Cisteina no gener6 precipitado (Figura 41) durante 30 dias de
observacion (Tabla 14). Similar a los experimentos previos, durante este tratamiento el pH se
mantuvo circumneutral.
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Figura 41 . Medio de cultivo M195c¢ con 1,44 mM de HCI-Cisteina como agente reductor, a
diferentes concentraciones de As(V). (A) corresponde al registro de la primera observacion
(0 horas), (B) luego de 21 dias y (C) al dia nimero 32. En las 3 fotografias, las concentraciones
de As(III) son, de izquierda a derecha: 0 (blanco-control), 0,5, 1, 3,5, 10 y 20 mM.

Tabla 14. Densidad éptica, variacion final de OD y pH final de M195c¢ con 1,42 mM de HCI-
Cisteina y concentraciones variables de As(V).

Muestra 0 horas 11 dias 21 dias 32 dias pH final
Control 0,000 0,000 0,000 0,000 ~7
0,5 mM - 0,002 -0,002 -0,002 -0,004 ~7
1 mM - 0,001 0,000 0,000 0,000 ~7
3 mM - 0,003 -0,003 -0,002 -0,003 ~7
S mM - 0,001 0,000 0,001 0,001 ~7
10 mM - 0,001 0,001 0,001 0,003 ~7
20 mM 0,001 0,002 0,006 0,012 ~7

Aunque no se evidenciaron cambios en el potencial redox (indicado por la oxidacién de la
resazurina) ni presencia de precipitado, lo que contrasta enormemente con los anteriores agentes
reductores y los andlisis espectrofotométricos, (Chillé, D. et al., 2022)indican que este
contaminante logra interactuar con distintos grupos funcionales de las proteinas, en especial con
los grupos tioles de la cisteina. Esto podria dar cuenta de que es requerido un analisis intensivo
respecto al efecto que podria tener dicha interaccion en la biodisponibilidad del arsénico y, por lo
tanto, sobreestimar la tolerancia de Halodesulfovibrio aestuarii.
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4.2 PRUEBAS BIOTICAS: EFECTO DEL AS EN MEDIOS INOCULADOS
Halodesulfovibrio aestuarii es una bacteria sulfato reductora halofila y anaerobia estricta, aislada
de agua marina o salobre, en particular de aguas contaminadas que presenten ennegrecimiento y
formacion de sulfuros, y no crece en agua dulce (Postgate, J., y Campbell, L., 1966).

El estudio del metabolismo microbiano de Halodesulfovibrio aestuarii, como BSR que por su
predisposicion en ambientes con presiones selectivas y factores estresantes, como la presencia de
metales pesados, contaminantes y la alta salinidad (Steger et al., 2002), es relevante para
comprender la biogeoquimica de contaminantes en diversos ecosistemas, especialmente en
aquellos impactados por arsénico por el posible rol en el ciclaje de este contaminante como BSR
(Mukhopadhyay et al., 2000). Por ello, el estudio del efecto en el crecimiento de dicha especie es
informacion relevante para mejorar el entendimiento de su rol en el ciclo del arsénico.

Como proceso complementario a la seleccion de medios de cultivos adecuados para experimentos
que evaluan el efecto de As en el crecimiento de H. aestuarii, los medios 195¢ modificados (segin
lo planteado en la seccion 4.1) fueron inoculados y enmendados con concentraciones de arsénico
aniveles ambientales (concentraciones menores a 0,5 y 5 mM de As(IIl) y As(V) respectivamente).
Luego, el crecimiento de la H. aestuarii en estas condiciones fue analizado por espectrofotometria.

Posteriormente, se llevaron a cabo curvas de crecimiento en presencia de concentraciones
ascendentes de As. Estos resultados fueron contrastados con curvas de crecimiento realizadas con
G. sulfurreducens, una especie de bacteria ferro reductora que ha sido utilizada como modelo de
estudio (Lovley, D. et al., 2011). Diversas cepas de Geobacter presentan mecanismos de
detoxificacion de arsénico a través de la reduccion de As(V) a As(II) y su expulsion a través de la
bomba de eflujo Acr3 (Dang, Y. et al., 2017). Debido a su relativa cercania evolutiva resulta
pertinente el contraste con H. aestuarii como control positivo de dichos mecanismos.

El anélisis fue realizado en base a As (III) y As(V) que son las formas de arsénico inorganico
predominantes en la naturaleza:

4.2.1 Arsenito de Sodio [As(III)]

4.2.1.1 Halodesulfovibrio aestuarii

a) M195c tradicional

En medio 195c¢ tradicional y enmendado con 0,1 mM de arsenito de sodio, fue inoculado
Halodesulfovibrio aestuarii. Esta demostrd un rapido crecimiento en condiciones de ausencia de
arsénico (Figura 42), con una etapa de latencia que no sobrepasa las 10 horas y alcanzando
rapidamente la maxima OD de 0,402 alrededor de las 35 horas. El crecimiento de esta se identifica
por la formacion de una abundante y marcada biopelicula de color gris a negro, caracteristico de
BSR y la generacion de sulfuros de hierro por el sulfhidrico producido de la actividad metabdlica
(Figura 43.A).
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Figura 42. OD de curva de crecimiento de Halodesulfovibrio aestuarii en medio DSMZ 195¢
tradicional (1,67 mM de Na:S como agente reductor), a distintas concentraciones de
Arsenito de Sodio [As(II)]: Control 0mM, 0,1 mM, en triplicado.
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Figura 43. Comparativa entre la biopelicula de Halodesulfovibrio aestuarii con y sin 0,1 mM
de arsenito de sodio. A la izquierda, inoculo sin arsénico, mientras que a la derecha, inoculo
con arsénico. Aunque se denota una diferencia en la morfologia macroscopica de la
biopelicula, al cabo de dos dias, ambas biopeliculas son similares entre si, con biopeliculas
claramente delimitadas y de un color grisaceo oscuro.

A 0,1 mM de As(III), el crecimiento se ve ralentizado, alcanzando OD maximas similares a su
contraparte sin arsénico al doble del tiempo. La biopelicula generada es simil a su contraparte
(Figura 43.B), aunque débil a la remocion mecénica. Esto podria dar cuenta del estrés biologico
generado por el contaminante, que desvia parte del balance energético utilizado para el crecimiento
y reproduccién celular a la adaptacion y sobrevivencia ante dicho estrés. Igualmente, el arsenito
podria estar interfiriendo con la sintesis o secrecion de sustancias poliméricas extracelulares de la
biopelicula, lo que puede llevar a una biopelicula estructuralmente mas débil y menos adhesiva.
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Los parametros cinéticos calculados a través de la linealizacion de la OD (Figura E - 3) presentados
en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros cinéticos de crecimiento para Halodesulfovibrio aestuarii en M195¢ con
NazS como agente reductor, en ausencia y presencia de As(III). Grafico de linealizacion
presentado en Anexos E.

Muestras m=pu oD Hora de
Na:S (h-1) to (h) Lag (h) Max ODmax
Control
(Sin As) 0,0954 7,27 10 0,402 35,3
Con As
0.1 mM 0,0500 13,86 28 0,387 75,8

En ninglin caso se logra evidenciar precipitado amarillo de sulfuros de arsénico, lo que indica que
la concentracion de As(II) es suficientemente baja para no ser termodindmicamente favorable la
precipitacion o que este proceso se genera a baja produccion y es enmascarado ante la presencia de
sulfuros de hierro y/o co-precipitados de sulfuros de hierro y arsénico de color negro.

b) M195c¢ modificado con Ci-Ti(IlI)

En este medio de cultivo, H. aestuarii demostrd un rapido crecimiento en condiciones de ausencia
de arsénico (Figura E - 1), con una etapa de latencia que no sobrepasa las 5 horas, alcanzando
rapidamente la maxima OD de 0,552 alrededor de las 36 horas (Figura 44), siendo levemente mas
rapida que en M195¢ tradicional pero alcanzando una mayor OD. La biopelicula generada se

Halodesulfovibrio aestuarii
M195¢ 1 mM Ci-Ti(lll)

As(lll)
-e- Control -m- 0.1 mM As (Il
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Figura 44. OD de curva de crecimiento de Halodesulfovibrio aestuarii en medio DSMZ 195c¢
con 1 mM de Ci-Ti(II) como agente reductor, a distintas concentraciones de Arsenito de
Sodio [As(II)]: Control 0mM, 0,1 mM y 1,0 mM, en triplicado.
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diferencia del caso anterior, con sulfuro de sodio, al ser marrén en todos los casos (sin y con
arsénico) evidencidndose mayormente dicha diferencia en muestras con arsénico (Figura 45).

Figura 45. Precipitado marron en M195¢ modificado con 1mM Citrato de Titanio (III) como
agente reductor, emendado con 0,1 mM de As(III). A la izquierda, biopelicula de
Halodesulfovibrio aestuarii en tubos con y sin arsénico (primer tubo de la izquierda). A la
derecha, control abidtico. Notar que este ultimo, ademas demuestra un aumento del
potencial reductor indicado por el cambio de color de la resazurina a rosado (resorufina).

La enmienda de 0,1 mM de arsenito de sodio en el medio genera que el crecimiento de
Halodesulfovibrio aestuarii se vea perjudicado, aumentando drasticamente el tiempo de latencia,
aunque igualmente alcanza rangos de OD similares a su contraparte sin arsénico.

Al igual que en medio 195¢ tradicional, la inoculacion con adicion de mayores concentraciones a
0,5 mM de As(IIl), incluyendo esta cantidad, produce precipitacion de sulfuros de arsénico amarillo
(Figura 46).

3 4 — ‘ y— - g ‘. ' ! ! - \

Figura 46. Precipitado en muestras de M195¢ con 1 mM de Citrato de Titanio. A) En orden
de izquierda a derecha: control 0,5 mM As(III), muestra 0,5S mM As(III) inoculada, control
abiotico con 1 mM de As(III) y muestra de 1 mM As(III) inoculado. B) Acercamiento a

muestras con 0,5 mM de As(III), inoculado y control abidtico a la izquierda y derecha
respectivamente.

Los parametros cinéticos calculados a través de la linealizacion de la OD (Figura E - 1) presentados
en la Tabla 16.
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Tabla 16. Parametros cinéticos de crecimiento para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c¢ con
Ci-Ti(III) como agente reductor, en ausencia y presencia de As(III). Linealizacion de
absorbancia en Anexos E.

Muestras Hora de
= - (0)))
citigmy ™or@D @ Lag(h) Max ODumax
Control
(Sin As) 0,1114 6,22 4,67 0,552 36,8
Con As
0.1 mM 0,0514 13,49 46,67 0,521 76,8

Citrato de titanio (III) como agente reductor en cultivo puro de Halodesulfovibrio aestuarii generd
un presumiblemente mayor crecimiento microbiano que, sin embargo, podria haber sido
sobreestimado por la presencia del precipitado descrito.

¢) M195¢ modificado con HCI-Cisteina

Halodesulfovibrio aestuarii, en Medio 195¢ modificado con HCI-Cisteina como agente reductor
demostro un rapido crecimiento en condiciones de ausencia de arsénico, con una etapa de latencia
que no sobrepasa las 6 horas y alcanzando rapidamente la maxima OD de 0,470 alrededor de las
48 horas (Figura 47). Igual que en los casos anteriores, su biopelicula es abundante de color negro
(Figura 48). Sin embargo, la abundancia de dicha biopelicula es inversamente proporcional a la

Halodesulfovibrio aestuarii
M195¢c 1.42 mM Cisteina

As(Ill)
0.600
E 0.400—_
o
P=] .
e i
(] 0.200- —e— Control
o | - 0,1mM
] 0,2 mM
e - 03mM
0-000IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_.I_IIO,I4:.n?4I
0 100 200 300
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Figura 47. OD de curva de crecimiento de Halodesulfovibrio aestuarii en medio DSMZ 195c¢
con 1,42 mM de HCI-Cisteina como agente reductor, a distintas concentraciones de Arsenito
de Sodio [As(IT)]: Control sin As y 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mM en triplicado.

concentracion de As (III).
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Figura 48. Diferencias en la formacion de biopelicula de Halodesulfovibrio aestuarii en
presencia y sin arsenito de sodio As(IIl). A la izquierda, indculos sin arsénico, a la derecha
réplicas de in6culos con 0,1 mM de As(III) en contraste con control sin inoculo.

Enmendar el medio con concentraciones crecientes de As (III) genera un gradiente en las curvas
de crecimientos, aumentando la fase de latencia y el tiempo de duplicaciébn a mayores
concentraciones. Igualmente, la OD maxima alcanzada y la velocidad especifica de crecimiento
disminuyen paulatinamente bajo el mismo régimen, sin evidenciar un cambio drastico entre una u
otra condicidon (Tabla 17). Esto da evidencia de la adaptacion de la especie a As(IIl) a un coste
energético.

Tabla 17. Parametros cinéticos de crecimiento para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c¢ con
HCI-Cisteina como agente reductor, en ausencia y presencia de As(III).

Muestras

Cisteina — m = p (h-1) tp (h)
As(III)
L 0,0504 13,75 5.50 0.470 48.8
(Sin As) ’ ’ ’ ) ’
0,1 mM 0,0398 17.42 5.50 0.470 533
0.2 mM 0.0306 22.65 5.50 0.405 91,5
0.3 mM 00172 40.30 29.33 0.444 1440
0.4 mM 0.0181 38.30 53.33 0.358 2112

La nula presencia de precipitado de sulfuros de arsénico amarillos ninguna condicion estudiada,
indica que, pese a ser una sulfato reductora, su principal mecanismo de accidon no corresponde a la
precipitacion de este compuesto. La precipitacion de sulfuros de arsénico es algo que se ha
observado en otras BSR como Desulfotomaculum auripigmentum (Newman, D. ef al., 1997a) y
Desulfovibrio vulgaris (Burton, E. et al., 2013) o que esta especie presenta no solo un mecanismo
de detoxificacion (expulsion de As(III) a través de una bomba de eflujo) sino que abate As(III) del
medio con otro mecanismo, por ejemplo, la metilacion y volatilizacién de este. La biometilacion
de As(IIl), podria estar disminuyendo la concentracion de As(IIl) hasta un punto desfavorable
termodindmicamente para la generacion de As>Ss, ya que estos compuestos tienden a ser volatiles
(Bentley, R. y Chasteen, T., 2002). También (Newman, D. ef al., 1997a) indica que las altas
concentraciones de S(-II) que produce Desulfotomaculum auripigmentum en su metabolismo
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provoca la formacion de la especie acuosa HAs3S¢* en lugar de As»S;3 y, por lo tanto, la dilucion
del precipitado a concentraciones cercanas a 1 mM de sulfuro, algo que podria ocurrir con
Halodesulfovibrio aestuarii.

Tampoco se evidencian otro tipo de precipitados, como los observados en la seccion anterior, que
afecten la calidad de las mediciones espectrofotométricas. Con ello, HCI-Cisteina se posiciona
como el mejor agente reductor de los 3 examinados para el analisis del efecto en el metabolismo
de Halodesulfovibrio aestuarii ante la exposicion de As en M195c.

Los parametros cinéticos calculados a través de la linealizacion de la OD (Figura E - 2) presentados
en la (Tabla 17).

4.2.1.1 Geobacter sulfurreducens
Geobacter sulfurreducens, como BFR, es un principal vector de la liberacién de As adherido a
minerales de hierro (Ohtsuka et al., 2013).

En medio DSMZ 826 Geobacter sulfurreducens fue inoculado. Esta especie demostré un rapido
crecimiento en condiciones de ausencia de arsénico (Figura 49), con una etapa de latencia que no
sobrepasa las 8 horas y alcanzando rdpidamente la maxima OD de 0,743 alrededor de las 70 horas.
La abundante biopelicula generada present6 un caracteristico color naranjo, propia de la especie y
de su alto contenido de citocromos extracelulares de hierro (Figura 50), de acuerdo con lo expuesto
por Howley, E. ef al. (2022).

Geobacter sulfurreducens
M826 20:40 mM Acetato:Fumarato

As (1ll)
0.800- —&— CONTROL W 0.1 mM As ()

OD (600 nm)

0-000IllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 100 200

Horas

Figura 49. OD de curva de crecimiento de Geobacter sulfurreducens en medio DSMZ
826 con 20mM de Acetato de Sodio y 40 mM de Fumarato de Sodio, a distintas
concentraciones de Arsenito de Sodio [As(III)]: Control 0mM, 0,1 mM y 1,0 mM, en
triplicado.
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Figura 50. Biopelicula Geobacter sulfurreducens en M826 de muestras con y sin As(I1I). A
la izquierda, inéculos sin arsénico, a la derecha muestras con 0,1mM de As(III).

Enmendar el medio con 0,1 mM de As (III) genero un drastico cambio en el metabolismo de
Geobacter sulfurreducens, en donde esta alcanzo su OD maxima lentamente posterior a las 140
horas y alcanza solo un 60% del valor de su contraparte sin arsénico. La biopelicula es escasa pero
con mayor resistencia a la remocion mecanica, indicando una clara adaptacion al estrés a través de
la generacion de exopolisacaridos que aumentan la adherencia y viscosidad de esta.

La afeccion en el crecimiento de Geobacter sulfurreducens con As(IIl) desvela una posible
estrategia adaptativa como BFR. Si bien la bacteria reduce As(V) a As(IIl) para movilizarlo y
liberarlo de su entorno directo, esta accion tiene consecuencias. La presencia de As(III), producto
de su propia actividad, afecta negativamente su crecimiento celular. Aunque, bajo dicho entorno,
la biopelicula generada es menos abundante, su resistencia mecdnica aumenta notoriamente. Esta
mayor fortaleza podria corresponder a una adaptacion crucial que permite a G. sulfurreducens
mantenerse firmemente adherida al mineral de hierro del cual obtiene su energia, mientras el
As(III) toxico es movilizado, mitigando el impacto negativo del arsénico, en un ambiente que ella
misma ha hecho mas desafiante.

En contraste, H. aestuarii, una BSR, no requiere mantenerse unida a minerales de hierro, y por lo
tanto, ante las mismas condiciones, su biopelicula es menos resistente mecanicamente, abatiendo
As(III) a través de la sulfuracion o la volatilizacion de este a través de su metilacion.

Los parametros cinéticos calculados a través de la linealizacion de la OD (Figura E - 4) presentados
en la Tabla 18.

Tabla 18. Parametros cinéticos de crecimiento para Geobacter sulfurreducens en M826 en
ausencia y presencia de NaAsOa.

Muestras _ Hora de
asamy Mo rG-D o tddd) Lag (h) Odmax
Control
(Sin As) 0,0597 11,61 7,5 0,743 75,8
Con As
0.1 mM 0,0189 36,67 55 0,451 141,3
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Segun Dang, Y. et al., (2017), G. sulfurreducens presenta el mecanismo de detoxificacién de
arsénico en su genoma, por lo que podria tener una cierta tolerancia a este contaminante. En dicho
estudio, a 0,1 mM de As(II) alcanza una OD maxima de alrededor de 0,500 de absorbancia en
contraste con el valor de aproximadamente 0,850 en el control sin arsénico, significando una
reduccién de alrededor del 41,2%, similar a lo obtenido con una reduccién del 40% bajo la misma
concentracion de arsenito.

4.2.2 Arseniato de Sodio Heptahidratado [As(V)]

a) Halodesulfovibrio aestuarii

En medio 195¢ enmendado con concentraciones crecientes de As(V) (0,5, 1, 3, 5 mM) fue
inoculado Halodesulfovibrio aestuarii. E1 metabolismo de esta especie es drasticamente afectado
ante la presencia de este contaminante (Figura 51) disminuyendo la OD méxima desde un 50%
hasta el 22% de su valor original en las concentraciones extremas respectivamente (0,5 y 5 mM).
Sin embargo, la fase de latencia solo incrementa a concentraciones altas de arseniato, y la velocidad
especifica de crecimiento no presento variaciones marcadas en comparacion al valor original
(0,0561 h).

Halodesulfovibrio aestuarii
M195¢ 1.42 mM Cisteina

As(V)

0.600 Control
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0.000 T
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Figura 51 . OD de curva de crecimiento de Halodesulfovibrio aestuarii en medio DSMZ 195¢
con 1,42 mM de HCI-Cisteina como agente reductor, a distintas concentraciones de Arseniato
de Sodio [As(V)]: Control 0OmM, 0,5, 1, 3 y S mM en triplicado.

El cambio dréstico de los parametros cinéticos de las curvas de crecimientos de Halodesulfovibrio
aestuarii (Figura E - 6) ante la presencia de As (V) (Tabla 19) indican su sensibilidad a dicho
contaminante y que existe un gasto energético que la especie realiza para su supervivencia bajo
dicho estrés. La reduccion de As(V) a As(Ill) requiere de ATP para su realizacion. Ademas, el
aumento constante de la concentracion de arsenito en el medio producto de la reduccion de As(V),
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podria alcanzar valores tales que inhiban el crecimiento y reproduccion de Halodesulfovibrio
aestuarii.

Tabla 19. Parametros cinéticos de crecimiento para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c¢ con
HCI-Cisteina como agente reductor, en ausencia y presencia de As(V).

Muestras Hora de
Cisteina— m=p (h-1) td (h) OD
As(V) :
o] 0,0561 12,36 5,25 0,486 48,6
(Sin As) ’ ’ ’ ’ ’
0,5 mM 0,0261 26,56 5.25 0,243 66.9
1 mM 0,0357 19,42 5,25 0,197 48.6
3mM 0,0800 8,66 29.33 0,157 48,6
5 mM 0,0621 11,16 2933 0,107 48.6

La biopelicula generada es abundante y de color negro, no evidenciandose en ningun momento
precipitado amarillo de sulfuro de arsénico. Por otro lado, transcurridas 2 semanas de la
inoculacion, se evidencia en las muestras de 0,5 mM y 1 mM de As(V) un “crecimiento vertical”,
por las paredes de los tubos, revelando también una seccion de la biopelicula en suspension al
centro de estos (Figura 52).

Figura 52. Crecimiento de biopelicula de Halodesulfovibrio aestuarii por paredes de los tubos
de ensayo, solo evidenciado en muestras con As(V) 0,5y ImM y en las 3 réplicas respectivas.

La formacion de un compuesto menos denso que el medio acuoso podria suspender dicha pelicula
o generar la presion ascendente necesaria para que esta crezca de dicha manera. De ser asi, As(III)
metilado, el cual es altamente volatil, podria ser un promotor de dicha condicion, ademas de que
podria acumularse en los intersticios de la biopelicula, disminuyendo asi la densidad promedio de
esta. Sin embargo, se requiere un andlisis minucioso de la generacion de este compuesto como del
efecto que podria tener en la formacion de la biopelicula de Halodesulfovibrio aestuarii.

Por otro lado, al igual que anteriormente, no se observa la precipitado de sulfuros de arsénico
amarillo u otros precipitados que puedan perjudicar la toma de datos espectrofotométricos.
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b) Geobacter sulfurreducens

Enmendar medio 826 con arseniato de sodio [As(V)] a 1, 2,4, 5 mM gener?6 la disminucion drastica
del metabolismo de Geobacter sulfurreducens (Figura 53), aumentando cuantiosamente el tiempo
de latencia y adaptacion.

Geobacter sulfurreducens
M826 20:40 mM Acetato:Fumarato

As (V)
1.000
i - CONTROL
0.800-_ - 1 mM As(V)
3 - 2 mM As(V)
< 0.600- ¥ 4mM As(V)
g . —— 5mM As(V)
< 0.400
(= -
o ]
0.200
0.000
0 100 200 300
Horas

Figura 53. OD de curva de crecimiento de Geobacter sulfurreducens en medio DSMZ 826
con 20mM de Acetato de Sodio y 40 mM de Fumarato de Sodio, a distintas concentraciones
de Arseniato de Sodio [As(V)]: Control 0mM, 1, 2,4 y S mM, en triplicado.

También, la disminucion drastica de la OD registrada posterior a que se alcanza la OD méxima
(;Error! No se encuentra el origen de la referencia.) podrian ser indicio de que, ante la reduccion
de As(V) a As(IIl) aumento las concentraciones de este ultimo en el medio hasta una condicion
letal. También, el tratamiento de 2 mM alcanzo mayores rango de OD que la condicion a 1 mM, lo
que podria ser indicio de que el mecanismo de detoxificacion de arsénico requiere de un cierto
rango de concentracion de arsénico para activarse de manera mas rapida y eficiente, que permita
la adaptacion y supervivencia de la especie ante dicha fuente de estrés.

Los parametros cinéticos son calculados a través de la linealizacién de la OD (Figura E - 5)
presentados en la Tabla 20.

Tabla 20. Parametros cinéticos de crecimiento para Geobacter sulfurreducens en M826 en
ausencia y presencia de As(V).

Muestras _ Hora de
As(V) m = p (h-1) td (h) Lag (h) 0D,y
Control
(Sin As) 0,0492 14,09 8,83 0,751 80,3
1 mM 0,0290 23,90 45,50 0,215 80,3
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2 mM 0,0290 23,90 33,33 0,362 99,2
4 mM 0,0102 67,96 80,33 0,201 165,9
S mM 0,0103 67,30 99,17 0,158 190,1

La biopelicula generada (Figura 54), al igual que en medio 826 emendado con As(III), es escasa y
delgada pero mas resistente mecanicamente que su version sin este contaminante como también de
la generada por Halodesulfovibrio aestuarii, dando cuenta de un posible mecanismo de accion
contra el estrés generado y la necesidad de mantenerse adherido a la superficie de minerales de
hierro (Lovley, D. et al., 2011), principal sustrato de esta especie. Por el contrario,
Halodesulfovibrio aestuarii, como bacteria sulfato reductora, y considerando que su principal
aceptor de electrones (sulfato) se mantiene en forma acuosa (Schultze-Lam et al., 1996), no
requiere mantenerse adherida a un sustrato solido para asegurar la supervivencia ante la exposicion
a arsénico, considerando ademas que este compuesto puede ser volatilizado a través de su
metilacion o precipitado como sulfuro (Bentley, R. y Chasteen, T., 2002).

Figura 54. Biopelicula de Geobacter sulfurreducens en presencia de As(V). En ambas
imagenes se exponen las muestras de izquierda a derecha con 1,2,4 y 5 mM de As(V), pero
distintas replicas. En la imagen de la derecha, el ultimo tubo corresponde a solo medio 826
sin inoculo o arsénico.

4.2.2 Genomica en Halodesulfovibrio aestuarii

Desde la base de datos generada por la secuenciacion del genoma de Halodesulfovibrio aestuarii
y posteriores anotaciones, se obtuvieron una serie de secciones codificantes de proteinas para el
metabolismo central de la bacteria como para el metabolismo del arsénico del medio:

4.2.4.1 Metabolismo central

El metabolismo central esta caracterizado por la oxidacion de materia organica a través del
metabolismo del piruvato, y del proceso de respiracion mediante la reduccion disimilativa de
sulfato a sulfuro.

Se realizo una revision de las anotaciones del genoma de Halodesulfovibrio aestuarii, en especifico
del metabolismo del piruvato y del azufre como ejes centrales en el metabolismo de oxidacion de
materia organica y del proceso de respiracion anaerobia con sulfato como aceptor de electrones
respectivamente.
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a) Metabolismo del Piruvato

Se evidencio una serie de secciones codificantes de proteinas y enzimas en el metabolismo del
piruvato (Figura 55), los cuales son resumidos en la

Tabla 21. Por su parte, las enzimas y estructuras encontradas en la base de datos de Desulfovibrio
desulfuricans, que no se evidenciaron en el genoma de Halodesulfovibrio aestuarii, son enlistadas
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Figura 55. Metabolismo del Piruvato y enzimas encontradas en las anotaciones del genoma de
Halodesulfovibrio aestuarii a través de KBase (indicadas en celeste) y encontradas a través de
una busqueda directa (verde) a través de la base de datos de KEGG. Diagrama extraido de
KEGG - Kanehisa Laboratories (2014).

en la Tabla 22.

Tabla 21. Resumen de enzimas encontradas en las anotaciones del genoma de
Halodesulfovibrio aestuarii involucradas en el metabolismo del piruvato.

N° EC Enzima N° GENOMA Reaccion
1.1.1.28 = D-Lactato dehidrogenasa 183.288017 6 | (R)-Lactato + NAD+ = Piruvato + NADH +
H+
3.1.2.6 Hidroxiacilglutation 193.467439 183 | S-(2-hidroxiacil)Glutation+ H,O =
Hidrolasa Glutation + 2-Hidroxi Carboxilato
6.4.1.1 Piruvato carboxilasa 186.802132 665 @ ATP + Piruvato + HCOs” = ADP + Fosfato
+ Oxaloacetato
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N° EC Enzima
1.8.1.4 Proteina-N6-
(dihidrolipoil)Lisina: NAD*
oxidorreductasa
4.2.1.2 (S)-malato hidroliasa
(formadora de fumarato)
2.3.1.8 Acetil-CoA: Fosfato
acetiltransferasa
2.7.2.1 ATP: Acetato
Fosfotransferasa
1.2.1.10 Acetaldehido:NAD-+
Oxidoreductasa (CoA-
Acetilante)
2.3.3.13 Acetil-CoA:3-methyl-2-
oxobutanoato C-
acetiltransferasa (tioester-
hidrolisis, carboxymetil-
formador)
2.7.9.2 ATP: Piruvato, agua
fosfotransferasa
5.1.2.1 Lactato Racemasa
1.1.1.38 (S)-malato: NAD+
oxidoreductasa
(oxaloacetato-
decarboxilante)
1.3.5.1 Succinato: Quinona
(1.3.5.4) oxidorreductasa
6.2.1.1 | Acetato: CoA ligasa (AMP-
formadora)
3.6.1.7 | Acil-fosfato fosfohidrolasa

N° GENOMA
188.988171_534

190.641564 29

190.641565 46

190.641565 45

188.988171_556

186.802132 511

186.802132 664
180.667903 94
193.467439 245
180.667903 244
188.988171 312
193.467439 348
194.355657_66

193.467439 345
197.486982 49
188.988171 294
188.988171 608
186.802132 110

Reaccién |
Proteina N6-(dihidrolipoil)Lisina + NAD* =
Proteina N6-(Lipoil)Lisina + NADH + H*

(S)-Malato = Fumarato + H,O

Acetil-CoA + Fosfato = CoA + Acetil
Fosfato

ATP + Acetato = ADP + Acetil Fosfato

Acetaldehido + CoA + NAD+ = Acetil-
CoA + NADH + H*

acetyl-CoA + 3-methyl-2-oxobutanoate +
H,O = (2S)-2-isopropylmalate + CoA

ATP + Piruvato + H,O = AMP +
Fosfoenolpiruvato + Fosfato

(S)-Lactato = (R)- Lactato

(1) (S)-Malato + NAD" = Piruvato + CO, +
NADH

(2) Oxaloacetato = Piruvato + CO»

Quinona + Succinato <=> Hidroquinona +
Fumarato

ATP + Acetato + CoA = AMP + Difosfato
+ Acetil-CoA

Acil Fosfato + H,O <=> Carboxilato +
Ortofosfato

Tabla 22. Enzimas evidenciadas en D. desulfuricans (dds00620 Pyruvate Metabolism) que no
fueron encontradas en las anotaciones del genoma de Halodesulfovibrio aestuarii.

N° EC Codigo Enzima Reaccion
Did Ddes_1546 (R)-2-hidroxi-acido: Aceptor 2- | (R)-Lactato + Aceptor <=> Piruvato +
(1.1.99.6) Oxidoreductasa Aceptor Reducido

1.2.7.1 Ddes 0298 | Piruvato-Ferredoxina/Flavodoxina | Piruvato + CoA + 2 Ferredoxina

Oxidoreductasa oxidada = acetil-CoA + CO, + 2
Ferredoxina reducida + 2 H"

1.2.1.3 Ddes 1981 Acetaldehido: NAD* Aldehido + NAD+ + H20 <=>

Oxidoreductasa Acetato + NADH + H*
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Halodesulfovibrio aestuarii, segin la anotacion generada del genoma, no cuenta con 3 enzimas del
metabolismo del piruvato que si estan presentes den Desulfovibrio desulfuricans: una (R)-
2.hidroxi-acido: Aceptor 2-Oxidoreductasa, encargada de la oxidacién de lactato a piruvato,
aunque si tiene una D-Lactato dehidrogenasa con la misma funcidon; una Piruvato-
Ferredoxina/Flavodoxina oxidorreductasa que llevaria desde Piruvato a Acetil-CoA sin
intermediarios; y una Aldehido: NAD" oxidorreductasa, encargada de reducir lactato a aldehido.

El genoma de Halodesulfovibrio aestuarii revela un metabolismo del piruvato altamente adaptado
a la vida anaerdbica en un ambiente haldfilo, centrado en la oxidacion incompleta de sustratos
como el lactato a acetato para la conservacion de energia via fosforilacion a nivel de sustrato, y
apoyado por vias anapleroticas encargadas de la regeneracion de intermediarios reductores (Jin,
Q., 2012). La presencia de las enzimas para la conversion de acetil-CoA a acetato y ATP (EC
2.3.1.8 y 2.7.2.1) sugiere fuertemente que Halodesulfovibrio aestuarii opera como un oxidante
incompleto de sustratos orgénicos, al igual que otras BSR (Barton, L. y Fauque, G., 2022). La
Hidroxiacilglutation Hidrolasa (3.1.2.6) estd involucrada en el metabolismo del glutation,
importante para la proteccion contra el estrés oxidativo o el manejo de subproductos toxicos del
metabolismo (Smirnova, G. y Oktyabrsky, O., 2005). Esto podria ser relevante en un ambiente
estuarino donde pueden ocurrir fluctuaciones en las condiciones como también ante la presencia
de agentes altamente reactivos y toxicos como lo es el arsénico (Del Razo, L. et al., 2001).

b) Metabolismo del Azufre

En el metabolismo del sulfato, a través de KBase se evidencian solo 3 estructuras (Figura 56), sin
embargo, la busqueda retroactiva arroja la presencia de 6 estructuras proteicas mas que son parte
del metabolismo. Todas estas son listadas en la Tabla 23. Por su parte, existen algunas enzimas y
estructuras que estan presentes en Desulfovibrio desulfuricans pero que no fueron evidenciadas en
las anotaciones del genoma de Halodesulfovibrio aestuarii, las que son enlistadas en la Tabla 24.
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Figura 56. Metabolismo del Sulfato y enzimas encontradas en las anotaciones del genoma de
Halodesulfovibrio aestuarii a través de KBase (indicadas en celeste) y encontradas a través
de una busqueda directa (verde). Diagrama extraido de KEGG — Kanehisa Laboratories

(2014).

Tabla 23. Resumen de enzimas encontradas en las anotaciones

del genoma de

Halodesulfovibrio aestuarii involucradas en el metabolismo del azufre.

N°EC
2.7.7.4
3.1.3.7

2.5.1.47

1.8.99.2

1.8.54

2.3.1.30

Enzima
Sulfato Adenilil
Transferasa
3’fosfo 5-Adenilil
sulfato 3’ fosfo
hidrolasa
3-acetil-L-serina
hidrogeno de
sulfuro 2 amino-
2-carboxi etil
transferasa
Oxidoreductasa

Oxidoreductasa
Quinona
Serina O-Acetil
transferasa

N° GENOMA
186.802132_269

188.988171 322

188.988171 588

Subunidad A:
193.467439 94
Subunidad B:
193.467439 95
186.802132 544

188.988171 587

Reaccion
ATP + Sulfato - PP; + APS

H,O + PAPS - Fosfato + APS

0O-Acetil-L-Serina — L-Cisteina

AMP + Sulfito + FAD — Adenilil sulfato + FADH,

nHS" + n Quinona — Polisulfuro + n Hidroquinona

L-Serina + Acetil-CoA — O-Acetil-L-Serina + CoA

169




1.8.1.22 | [proteina DSrC]- = 188.988171 268 Proteina-trisulfuro + NAD* + 3H,O — Proteina-
trisulfuro NAD+ ditiol + sulfuro + NADH + H*
Oxidoreductasa
Tritionato + HO™ + NAD" + 2 H,O <=> 3 HSOs +
Tritionato, NAD* NADH + H*
Oxidoreductasa
1.8.4.8 PAPS reductasa, | 180.667903 531 | Adenosina 3',5'-Bisfosfato + Sulfito + Tioredoxina
tioredoxina- disulfuro = 3'-Fosfoadenilil Sulfato + Tioredoxina
dependiente
1.12.98.4 Ha:polisulfuro Subunidad B: H; + (Sulfuro), = H>S+ (Sulfuro) n-1
oxidoreductasa  186.802132 160
Subunidad y:
186.802132 161

Tabla 24. Enzimas evidenciadas en D. desulfuricans (dds00920 Sulfur Metabolism) que no
fueron encontradas en las anotaciones del genoma de Halodesulfovibrio aestuarii.

N° EC Cédigo Enzima Reaccion
SsuaACB = Ddes 0572 Proteina de Union a ATP ATP + H,0 + Sulfonato alifatico-[proteina de union
(7.6.2.14) del Sistema de Transporte a sulfonato][lado 1] = ADP + Fosfato + Sulfonato
de Sulfonato alifatico [lado 2] + [proteina de union a
sulfonato][lado 2]
2.7.1.25 Ddes 0122 Adenililsulfato Quinasa ATP + Adenilil Sulfato = ADP + 3'-Fosfoadenilil
Sulfato
1.8.5.10 Ddes 0447 H,S: [DsrC proteina]-ditiol H,S + a [DsrC Proteina]-ditiol + 2 Quinona = a
Ddes 0448 Oxidoreductasa (Formadora [DsrC Proteina]-Trisulfuro + 2 Quinol
Ddes_0449 de trisulfuro)
Ddes_0450
Ddes 0451
2.3.1.46 Ddes_1078 Succinil-CoA: L- Succinil-CoA + L-Homoserina = CoA + O-Succinil-
Homoserina O- L-Homoserina
Succiniltransferasa

El perfil enzimatico del metabolismo del azufre en Halodesulfovibrio aestuarii confirma su rol
como una bacteria sulfato reductora estricta anaerobia. Se evidencia claramente las vias para la
reduccion disimilatoria de sulfato (activacion de sulfato a APS y el sistema Dsr para la reduccion
posterior a H>S), que es su principal mecanismo de obtencion de energia (Barton, L. y Fauque, G.,
2022). Ademas, posee las vias para la reduccion asimilatoria de sulfato y la sintesis de cisteina,
esenciales para su crecimiento y biosintesis (Jin, Q., 2012). La capacidad de utilizar hidrogeno
como donador de electrones, a través de la Ho:Polisulfuro Oxidoreductasa (EC 1.12.98.4), también
es un rasgo notable y algo comun en especies de BSR (Muyzer, G. y Stams, A., 2008).

Sin embargo, la ausencia explicita de la APS reductasa (que reduce APS a sulfito) es un punto
relevante a revisar en detalle. Dada la presencia de la sulfato adenilil transferasa y las enzimas Dsr,
seria bioenergéticamente inexplicable que esta enzima no estuviera presente. Esto podria deberse
a una anotacién genérica o a la existencia de una enzima con una especificidad diferente pero una
funcion similar.
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4.2.4.2 Metabolismo del arsénico

El metabolismo del arsénico se caracteriza por ser una extensa red con multiples caminos
dependiendo de las especies en estudio (Figura 11). En las anotaciones del genoma de
Halodesulfovibrio aestuarii se evidenciaron estructuras asociadas a los mecanismos de
supervivencia y control ante la presencia de arsénico, las que son presentadas en la Tabla 25.

En base a estas estructuras evidenciadas en las anotaciones del genoma, es representado en la
Figura 57 el mecanismo hipotético de Halodesulfovibrio aestuarii frente al estrés generado por la
presencia de As(IIl) y As(V) en el medio.

Tabla 25. Estructuras evidenciadas en la base de datos de las anotaciones del genoma de H.
aestuarii provistas por el Dr. R. Orellana.

Ortologia Kegg

(EC) Posicion del gen Deteccion
K03892 - 186.802132 213 Regulador transcripcional de la familia ArsR, represor
- 188.988171 261 transcripcional sensible a arseniato/arsenito/antimonito
- 188.988171 572
K03325 - 188.988171 262 Transportador de arsenito de la familia de
simportadores de acidos biliares de sodio
(ACR3/ArsB)
KO07755 (2.1.1.137) - 188.988171 441 Arsenito metiltransferasa (ArsM)
K03741 (1.20.4.1) - 188.988171 571 Arseniato reductasa (tiorredoxina) (ArsC)
K13993 - 180.667903 542 Proteina de la familia HSP20 (dominio encontrado en
- 180.667903 597 ArsA)
- 193.467439 296

,As(lll) MAS(ill) —— MAs(V) o

Pl -

1As3PGA 3PGA
IsA /‘ADP +Pi 'W
Arsy / MAs(V)
“As(l1l) &: MAs(Ill)|  1As3PGA -

Arsl

Figura 57. Diagrama del mecanismo de accion hipotético (coloreado) de Halodesulfovibrio
aestuarii frente al estrés de la presencia de As(III) y As(V), en base al diagrama descrito por
Yan et al. (2019b) y a las observaciones de la base de datos de anotaciones del genoma de
dicha especie.

(Asi)]

As(V)

MAs(V)

Generalmente, las BSR habitan entornos geoquimicos ricos en metales y metaloides, como
estuarios, sedimentos marinos y acuiferos contaminados (William y Magpantay, 2024) donde el
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arsénico puede ser prevalente (Burton, E. ef al., 2013), por lo que, la capacidad para metabolizar
este elemento es una adaptacion critica para su supervivencia.

El genoma de Halodesulfovibrio aestuarii indica claramente que este microorganismo ha
desarrollado mecanismos robustos para la resistencia y posiblemente el metabolismo del arsénico.
ArsR es una proteina reguladora que controla la expresion de los operones de resistencia al
arsénico, en respuesta a la presencia de arsenito, arseniato y/o antimonito (Rawle, R. ef al., 2021).
Esto significa que H. aestuarii presenta un sistema de deteccion y respuesta inducible al arsénico,
permitiéndole activar sus mecanismos de detoxificacion solo cuando es necesario, lo que le
confiere una ventaja energética (Dhuldhaj, U. et al., 2012).

También, la presencia de un transportador de arsenito de la familia de simportadores de acidos
biliares de sodio indica la capacidad de extruir As(IIl) fuera de la célula, mecanismo ampliamente
presente en BSR (William y Magpantay, 2024). Sin embargo la familia de simportadores de 4cidos
biliares indica esta corresponde a una acr3 y no a una ArsB (H. C. Yang et al., 2012).

Igualmente, la arseniato reductasa (ArsC) corresponde a uno de los principales mecanismos de
detoxificacion contra el arsénico (Martin et al., 2001), catalizando la reduccion de As(V) a As(III)
mas toxico pero de mayor movilidad (William y Magpantay, 2024). Esta estructura puede utilizar
glutarredoxina o tiorredoxina, siendo esta ultima la evidenciada en las anotaciones del genoma.

Las proteinas de choque térmico HSP20 (Heat Shock Protein 20kDa), estan relacionadas con la
respuesta ante estrés fisico-quimicos, actuando como chaperonas moleculares que prevén de
agregaciones proteicas y malformaciones de proteinas (Sato et al., 2024). En Halodesulfovibrio
aestuarii, podrian tener un importante rol ante el estrés de concentraciones crecientes de arsénico,
y es que su estructura, segin es mencionado por la base de datos de InterPro (registro PF17886.4)
es similar a la encontrada en la ArsA (Blum, M. ef al., 2025), una ATPasa que hidroliza ATP para
suministrar el potencial requerido para la actividad de ArsB (Rosen ef al., 1992).

Finalmente, la presencia de una arsenito metiltransferasa indica la capacidad de Halodesulfovibrio
aestuarii para metilacion del arsenito (As(IIl)) produciendo compuestos organicos de arsénico
(como mono-, di- y trimetilarsinas) (Packianathan, C. ef al., 2018). La metilacion es otra estrategia
de detoxificacién en muchos organismos, ya que los compuestos metilados de arsénico suelen ser
menos toxicos y mas volatiles, lo que facilita su eliminacion del sistema celular (Dhuldhaj, U. et
al., 2012). Esto indica una estrategia de resistencia mas sofisticada2 que la simple extrusion de
arsénico al ambiente.

4.3 MEDICION DE AS EN MUESTRAS DE CULTIVO

Para examinar la especiacion del arsénico en el medio de cultivo con un inoculo de
Halodesulfovibrio aestuarii y, de esta manera, tener evidencias de la expresion de los mecanismos
de defensa contra este contaminante de dicha especie, se probaron modificaciones de dos
metodologias de analisis de rapida y facil reproduccion, uno cuantitativo mediante uso de
espectrofotometro, y otro cualitativo mediante la precipitacion de sales de plata.
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4.3.1 Metodologia Cuantitativa: Medicion espectrofotométrica

Se realizo el procedimiento descrito en la seccion 3.4.1 con estindar de arsenito de sodio,
generando las curvas de calibracion entregadas en la Figura B - 1 y Tabla B - 2, y el resultado
delas muestras son indicadas en la Tabla 26 (en detalle en la Tabla B - 4).

Tabla 26. Resultados de absorbancia de muestras con inoculo de Halodesulfovibrio aestuarii
(I) y control sin inoculo (C) con 0, 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mM de As(III). La absorbancia corregida
es obtenida restando el valor generado en el control 0 mM respectivo (I o C).

MuestraAs(I) 10 101 102 103 104 CO CO1 CO02 CO03 CO04
ABS 0,511 0,515 0,480 0475 0,595 0,351 0,357 0395 0392 0,3395

ABS
corregida
[As(IID)]
mM muestra

0,000 | 0,004 | -0,031 | -0,036 | 0,084 | 0,000 | 0,006 | 0,044 0,041 -0,0115

0 0,113 | -0,874 | -1,015 | 2,369 0 0,169 1,241 1,156 -0,324

Realizar el procedimiento para arsénico total (con la adicion de KI) en M195c¢ sin diluir genera un
fuerte color amarillo &mbar, ademas de un caracteristico precipitado negro ante la adicion de yodato
y HCI (Figura 58.A). Dicho color es indicado por Stancheva, K. y Pasha, C. (2016) y por Tiwari,
K. (2010) como una coloracién tenue que no influye en la posterior medicion, y que corresponde
a la formacion de L. Sin embargo, la presencia de precipitado negro podria indicar la formacion de
otros compuestos insolubles de sulfuro (Lewis, A., 2010). Este solido es solubilizado ante la
adicion de LVM y solucion buffer, pero la solucién es coloreada con un denso verde oscuro
((Figura 58.B) que, al medir la absorbancia, estas dan valores mayores a 3 (valores no mostrados)
en todas las concentraciones de As(III) trabajadas (0 a Spg L").

A e e e B
v' — ! J . ¢ L o
. - 8 hE adlidh: i S

Figura 58. Muestras de medio M195c¢ con concentraciones desde 0 a 5 pg L- de As(III) bajo
procedimiento con KI. Notar precipitado negro y coloracion amarilla (A), que al adicionar
la LVM con la solucion buffer, se torna de un verde negro (B).

Las muestras diluidas 1:500, durante el procedimiento, se caracterizan por un fuerte color cian,
similar a lo apreciado en las soluciones estandar concentradas (Figura 59.A). Sin embargo, al
aplicar el procedimiento para la medicion de arsénico total (con la adicion de KI), estos se tornan
a un color verde oscuro (Figura 59.B) (valores de absorbancia en Tabla B - 3).
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Figura 59. Diferencia de color de muestras con (I) y sin inoculo (C) en el tratamiento con KI
previo al procedimiento con LVM (derecha) y sin este (izquierda).

Las concentraciones de las muestras estimadas bajo la correccidon con el control sin arsénico no
representan la cantidad adicionada en los tubos originalmente, estando altamente sobreestimadas o
resultando en valores negativos. Esto podria indicar que, pese a una alta dilucion, la influencia de
compuestos interferentes indicados en la metodologia, como SO42, Na®, Mg* y CI, sigue siendo
importante. El primero, sin embargo, disminuye notoriamente ante el metabolismo de una BSR
como Halodesulfovibrio aestuarii (Steger, J. et al., 2002).

El acetato y el sulthidrico son algunos de los productos de la actividad metabolica de sulfato
reductoras (Barton, L. y Fauque, G., 2022), en donde solo el primero es indicado como un
interferente. El sulfhidrico es un compuesto altamente reactivo, que logra precipitar sulfuros
insolubles de color negro a bajas concentraciones, aunque es volatil (Lewis, A., 2010).

Pese a lo expuesto, y ante la sobrestimacion de arsénico en las muestras, se requieren analisis de
mayor rigurosidad para estimar con certeza los interferentes y posibles interacciones entre los
distintos compuestos e iones del medio de cultivo con los reactivos de la metodologia, que estan
afectando las mediciones y la estimacion de las concentraciones de arsénico en estas.

4.3.2 Metodologia Cualitativa: Precipitacion con Nitrato de Plata

Se realiza el procedimiento de descrito en la seccion 3.4.2. para el analisis cualitativo de arsénico
en muestras de estdndares (As disuelto en agua destilada) y en muestras de cultivo con
Halodesulfovibrio aestuarii y en medio de cultivo M195¢ con concentraciones de arsénico
respectivos (Tabla 27, Figura 60).

Lett, M. ef al. (2001) indican la precipitacion de arsénico con los colores caracteristicos para las
dos especies en estudio (amarillo con arsenito y marrén rojizo en presencia de arseniato), tanto en
agua como en el medio de cultivo que exponen, emendado con 1,33 mM de As(III). El analisis
realizado en este estudio respecto a la precipitacion de arsénico disuelto en agua destilada indico
que a concentraciones menores a 0,1 mM en ambas especies no precipita (Figura 61).
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Figura 60. Muestras de analisis de la viabilidad de l1a metodologia de analisis de arsénico con
nitrato de plata. (A) Muestras depositadas en la placa, (B) muestras precipitadas con AgNO3.
C y D muestran la precipitacion con AgNO3 en el liquido sobrenadante de las muestras: 11
liquido sobrenadante de I, IIT liquido sobrenadante de II.

Tabla 27. Detalle de muestras y estandares utilizados para el analisis de la viabilidad de la
metodologia de precipitacion de arsénico con nitrato de plata. Cada cuadro representa uno
de los pozos de la placa miultiple utilizada.

10,4 mM 10,1 mM Lsin A 10,5 mM 15mM
As(TIT) As(ITT) St AS As(V) As(V)
C 0,4 mM C0,l mM C sin As C0,5mM C5mM
As(ID) As(II) As(V) As(V)
] 75uL ]
Estandar 10 mM Estandar 100 mM
M195¢ 1:500 As(Il) 10 mM/100 mM As(V)
As(IIIY/As(V)
Agua MiliQ Estandar 0.1 mM | m17\/?/l:)L1 o | Esténdar 0,1 mM
As(IIl) AT/ As(V) As(V)

As (I10)

Mezcla

Figura 61. Analisis de estindares de As(III) y As(V) a distintas diluciones segtn se indica.
En la primera linea, 10 mm As(III), mezcla 1:1 v/v, 100 mM As(V).
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El andlisis de la precipitacion de arsénico en estandares de arsénico (tri y pentavalente), solo
mostraron un color visible a altas concentraciones (10 y 100 mM), mientras que a menores
concentraciones el color fue imperceptible (Figura 61). Por otro lado, todas las muestras con medio
M195c, tanto controles como aquellas con Halodesulfovibrio aestuarii, precipitaron con un color
blanco inicial que luego se tornd marrén oscuro al agregar nitrato de plata. La precipitacion de
otras sales, como pueden ser sulfuro, fosfato, carbonato, cloruro, sulfato y acetato (en orden
creciente de su constante de solubilidad Ks,) (Haynes, W et al., 2017) pueden en mascarar la
precipitacion de arsénico. Los andlisis del sobrenadante de estas muestras mostraron que la
precipitacion era casi completa, a excepcion de las muestras con 5 mM de As(V), que
permanecieron ligeramente anaranjadas (Figura 62). La precipitacion en una etapa anterior, previo
al analisis del sobrenadante de las muestras precipitadas podrian haberse reducido en gran medida
la concentracion de arsénico previo a la adicion del nitrato de plata.

o T, &

0,5mM § 0,1 mM

~ 3 ~ ~>

Figura 62. Efecto de la dilucion de las muestras en la abundancia y color del precipitado.
Precipitados de plata en medio M195¢ a diluciones 1:10, 1:100 y 1:500; muestras con inoculo
(I) y estériles (C); y con concentraciones de 0,5 mM As(V), 0,1 mM As(III) o sin arsénico.

La dilucién de las muestras redujo la intensidad del color, sin embargo, no presento los resultados
esperados (rojo oscuro y amarillo para As(V) y As(IIl) respectivamente o una mezcla de estos)
(Figura 62). Finalmente, se confirmdé que la percepcion del color es solo posible a altas
concentraciones de arsénico, siendo imperceptible a concentraciones menores.

Estos resultados podrian indicar una precipitacion de otros compuestos que puedan enmascarar el
precipitado de arsénico. El medio de cultivo presenta altas concentraciones de cloruro (CI,
alrededor de 28,1 g L"), carbonato (COs", alrededor de 1,5 g L"), fosfato (PO4", alrededor de 0,2 g
L") y sulfato (SO4%, alrededor de 3,0 g L), los que pueden precipitar con nitrato de plata, con los
colores sefialados en la (Tabla 10). La precipitacion de arsénico en etapas anteriores del analisis
pudo ser enmascarado por la intensa precipitacion de otros compuestos idnicos insolubles.
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La presencia de sulfuro, producto de la actividad metabdlica de la BSR podria haber precipitado
una cantidad suficiente de sulfuro de arsénico (Ksp 2,1 - 10721) para que el color caracteristico de
este no sea perceptible segtin la Ecuacion (26):

2453t + 352" o As,S3 (solido amarillo) )

Este solido podria haberse enmascarado con la biopelicula de H. aestuarii y haber sido filtrado en
la toma de muestras, significando que las concentraciones de este contaminante podrian haberse
reducido en gran medida previo a la adicion del nitrato de plata.

Igualmente, la interaccion entre el arsénico libre con los precipitados de otros compuestos
(Panagiotaras. D. ef al., 2012), podrian disminuir la disponibilidad de este contaminante y, por lo
tanto, la predominancia del color esperado.

Esto genera que el método no sea adecuado para cultivos liquidos con alta concentracion de
interferentes y baja concentracion de arsénico, como el sistema en que es estudiado el metabolismo
de Halodesulfovibrio aestuarii.

4.4 PROYECCIONES

Dado la amplia aplicacion de la revision del genoma, es requerido una revision con mayor detalle
y rigurosidad, en donde se contrasten algunas de las proteinas hipotéticas y proteinas sin funcion
asignadas, con proteinas evidenciadas en otros clados microbianos para generar una anotacion de
mayor calidad.

Igualmente, se recomiendan andlisis exhaustivos para determinar la tolerancia especifica de
Halodesulfovibrio aestuarii ante la exposicion de arsénico. Se requieren metodologias cuantitativas
de mayor resolucion para generar una estequiometria del metabolismo del arsénico, como por
ejemplo una espectrometria de emision atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES)
con la separacion de las especies a través de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)

La movilizacion del arsénico desde relaves mineros se ve favorecida por el accionar de los
microorganismos que puedan transformarlo a su forma mas movil (arsenito), que se filtra
facilmente a suministros de agua y, por lo tanto, supone un riesgo a la poblacion circundante.
Halodesulfovibrio aestuarii, como bacteria sulfato reductora presenta los mecanismos que pueden
promover su liberacion, a través de la reduccion de As(V) a As(IIl) , mas movil a la vez que toxico,
a la vez de generar la metilacion de este ultimo, compuesto volatil que se logra oxidar ante su
exposicion a la atmosfera a compuestos organicos de arsénico menos toxicos que sus predecesores
inorganicos.

Por ello, tener una mejor comprension del metabolismo de esta especie como modelo de BSR

ayudard a generar el conocimiento base para desarrollar métodos de control de la liberacion desde
relaves mineros como de la biorremediacion de zonas afectadas con arsénico.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y de las observaciones realizadas, se plantean las siguientes
conclusiones:

- El medio de cultivo de Halodesulfovibrio aestuarii, DSMZ 195c no es adecuado para el
estudio de la especie con arsénico producto de la precipitacion abundante de sulfuros de
arsénico de manera abidtica

- Modificar el medio 195c con Citrato de Titanio (III) como agente reductor y en presencia
de As(IIl) genera un precipitado marrén que podria sobreestimar mediciones
espectrofotométricas, sin embargo, modificado con HCI-Cisteina no genera cambios en el
potencial reductor o visuales (color o precipitacion), por lo que este es un buen candidato
para el estudio de la especie bajo la exposicion de arsénico inorganico.

- H. aestuarii presenta tolerancia moderada a As(Ill) y As(V), lo que data de la presencia de
algiin mecanismo de tolerancia y supervivencia a la exposicion a estos. Por su lado, la
biopelicula de H. aestuarii no presenta cambios visibles ante la exposicion con As,
indicando que no se ha precipitado sulfuros de As o no lo suficientemente para ser apreciado
el color caracteristico. La biopelicula es débil mecanicamente ante la exposicidn a arsénico,
en comparacion con la de G. sulfurreducens que se mantiene fuertemente adherida al fondo
de los tubos.

- La precipitacion de arsénico con nitrato de plata como método cualitativo y el analisis
cuantitativo a través de leuco verde malaquita para la estimacion de arsénico en medio 195¢
con H. aestuarii no fueron concluyentes al presentar una alta concentracion de compuestos
e iones interferentes, que precipitaron o tornaron el medio a colores no especificados en la
metodologia.

- Las anotaciones del genoma confirman el rol como BSR de H. aestuarii. Sin embargo,
enzimas importantes dentro del metabolismo, ampliamente relevantes y presentes en el
genoma de otras BSR, no fueron encontradas.

- H. aestuarii presenta en el genoma estructuras asociadas a la detoxificacion de arsénico,
incluyendo ArsR, ArsC, acr3, ArsM y proteinas HSP20 de estructura asociada a ArsA. Esto
podria explicar la nula evidencia de precipitacion de sulfuros al reducir el As(IIT) del medio
ante su volatilizacion, como también la resistencia evidenciada en el crecimiento.

- El presente estudio revela el potencial de Halodesulfovibrio aestuarii como BSR modelo
ante la exposicion de arsénico, sugiriendo que su metabolismo podria entregar las
directrices para la generacion de tecnologias para el control y abatimiento de este
contaminante en entornos sulfidogénicos.
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ANEXOS

A. DATOS DE CONCENTRACION DE AS Y MARCO LEGAL

Tabla A - 1. Concentraciones limites de contaminacion de suelos (superficial y profundo) en
relacion al destino especifico de uso de los sitios en remediacion. Traduccion del articulo 186
de la Norma Ambiental Italiana (Ministerio Della Giustizia Italiano, 2006)

Sitios de uso verde
publico, privado y

Sitios comerciales

Compuestos . . e industriales (mg
: w o residencial (mg kg-
inorganicos il s GO kg-1 expresado
como suelo seco)
suelo seco)

1.- Antimonio 10 30

2.- Arsénico 20 50

3.- Berilio 2 10

4.- Cadmio 2 15

5.- Cobalto 20 250

6.- Cromo total 150 800

7.- Cromo VI 2 15

8.- Mercurio 1 5

9.- Niquel 120 500

10.- Plomo 100 1000

11.- Cobre 120 600

12.- Selenio 3 15

13.- Estaiio 1 350

14.- Talio 1 10

15.- Vanadio 90 250

16.- Zinc 150 1500

17.- Cianuros (libres) 1 100

18.- Fluoruros 100 2000

Tabla A - 2. Principales minerales de As evidenciados en la naturaleza (Panagiotaras. D. et
al., 2012).

Mineral Composicion Ocurrencia
Arsénico nativo | As Vetas hidrotermales
Niquelina NiAs Depositos de vetas y norita
Rejalgar As2S2 Depositos de vetas, asociado a oropimente,

arcilla y caliza. También en depodsitos de
fuentes termales
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Mineral Composicion Ocurrencia

Oropimente As2S;3 Vetas hidrotermales, fuentes termales vy
productos de sublimacién volcanica

Cobaltita CoAsS Depositos de alta temperatura, dominante en
vetas minerales

Arsenopirita FeAsS Mineral de As mas abundante, dominante en
vetas minerales

Tennantita (Cu,Fe)12As4S13 Vetas hidrotermales

Enargita CuzAsSy Vetas hidrotermales

Arsenolita As203 Mineral secundario formado por la oxidacion de
arsenopirita, arsénico nativo y otros minerales
de As

Claudetita As203 Mineral secundario formado por la oxidacion de
rejalgar, arsenopirita y otros minerales de As.

Escorodita FeAsO4 - 2H,0 Mineral secundario

Annabergita (N1,Co0)3(As04)2 - 8H,0 | Mineral secundario

Hoernesita Mg3(AsO4), - 8H20 Mineral secundario y desechos de fundicion

Hematolita (Mn,Mg)4Al(AsO4)(OH)s = Mineral secundario

Conicalcita CaCu(AsO4)(OH) Mineral secundario

Farmacosiderita | Fe3s(AsO4)2(OH); - SH2O | Productos de la oxidacion de arsenopirita y
otros minerales de As

Tabla A - 3. Minerales formadores de roca comunes y concentraciones de As encontrados.
Traducido y modificada desde (Smedley y Kinniburgh, 2002).

Tipo de Mineral Gomposicion Concentraciones de
Mineral As en mg kg!

Sulfuros Pirita FeS2 100 —77.000
Pirrotita Feq-xS (x=0-0,2) 5-100
Marcasita FeS2 20 —-126.000
Galena PbS 5-10.000
Esfalerita ZnS 5—-17.000
Calcopirita CuFeS: 10 —5.000

Oxidos Hematita Fe20s <160

minerales
Oxidos de Fe Fe'WO — Fe"™,0; <2000
Oxihidroxido de FeO (OH) <76.000
Fe(I1I)
Magnetita FeWFeD,0,4 2,7-41
Ilmenita FeTiOs <1

Minerales Cuarzo Si0, 0,4-1,3

silicatos
Feldespato (K,Na,Ca,Ba,NH4)(S1,Al)408 < 0,1 —2,1
Biotita K(Mg,Fe);AlSi3010(OHF), | 1,4
Anfibol Complejo 1,1-23
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Tipo de Concentraciones de

Mineral Composicion

Mineral As en mg kg!
Olivino (Mg,Fe)»SiO4 0,08 - 0,17
Piroxeno (Ca,Mg,Fe,Mn,Na,Li)(Al, 0,05-0,8
Mg, Fe, Mn,Cr,Sc, T1)(Si,
Al)>0O¢
Minerales Calcita CaCOs3 1-8
carbonatados
Dolomita CaMg(COs)2 <3
Siderita FeCOs3 <3
Minerales Yeso / Anhidrita CaSOs - 2H>0 <1-6
sulfatados
Barita BaSO4 <1-12
Jarosita KFe3(SO4)2(OH)s 34 — 1000
Otros Apatita Cas(PO4)3(F,CLLOH) <1-1000
Minerales
Halita NaCl <3-30
Fluorita CaF» <2

Tabla A - 4. Concentracion de arsénico en rocas y sedimento. Traducido desde (Smedley y
Kinniburgh, 2002).

Tipo de Roca o

Concentracion de As promedio
y/o rango en mg kg!
1,5 (0,03 - 15,8)

i di t
Sedimento Roca o sedimento

Rocas Igneas

Rocas ultra basicas (peridotita,
dunita, kimberlita, otros)

Rocas Bésicas (basalto) 2,3 (0,18 -113)

Rocas Basicas (gabro, dolerita)

Intermedia (andesita, traquito, latita)

Intermedia (diorita, granodiorita,
sienita)

Rocas acidas (riolita)

Rocas 4cidas (granito, aplita)
Rocas acidas (piedra de brea)
Vidrios volcénicos

1,5 (0,06 - 28)
2,7(0,5-5,8)
1,0 (0,09 - 13,4)

43(32-54)
1,3 (0,2 - 15)
1,7 (0,5 - 3,3)
59 (2,2-122)

Lutita (Cordillera Mesoatlantica)

Rocas Cuarcita 552,2-7,6)
metamorficas
Hornfels 5,5(0,7-11)
Filita/pizarra 18 (0,5 -143)
Esquisto/gneis 1,1 (<0,1 - 18,5)
Anfibolita y piedra verde 6,3 (0,4 - 45)
Rocas Lutita/lodolita marina 3-15(<490)
Sedimentarias

174 (48 - 361)
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Tipo de Roca o

Sedimento

Roca o sedimento

Lutita/lodolita no marina

Concentracion de As promedio
y/o rango en mg kg!
3,0-12

Arenisca 4,1 (0,6 - 120)
Caliza/dolomita 2,6 (0,1 -20,1)
Fosforita 21 (0,4 - 188)
Formaciones de hierro y sedimentos = 1 — 2900
ricos en Fe
Evaporitas (yeso/anhidrita) 3,5(0,1-10)
Carbones 0,3 —35.000
Esquisto bituminoso 100 — 900
(Kupferschiefer, Alemania)
Sedimentos No | Varios 3 (0,6 - 50)
Consolidados
Arena aluvial (Bangladesh) 2,9 (1,0-6,2)
Lodo/arcilla aluvial (Bangladesh) 6,5 (2,7 -14,7)
Sedimentos del lecho fluvial 1,2-5,9
(Bangladesh)
Sedimentos lacustres, Superior Lake 2,0 (0,5 - 8,0)
(Canada)
Sedimentos lacustres, British 5,5(0,9 - 44)
Columbia (Canada)
Till glacial, British Columbia 9,2(1,9-170)
(Canada)
Promedio mundial de sedimentos 5
fluviales
Limos de arroyos y lagos (Canadd) 6(<1-72)
Limo de loess (Argentina) 54-18
Sedimentos del margen continental 2,3-8,2
(arcilloso, algo andxico)
Suelos Varios 7,2 (0,1 - 55)
Suelos de turba y turberas 13 (2 - 36)
Suelos sulfatados acidos (Vietnam) 6—41
Suelos sulfatados acidos (Canadd) 1,5-45
Suelos cerca de depositos de sulfuros = 126 (2 — 8000)
Depositos Sedimentos lacustres contaminados 342 (80 — 1104)
superficiales por mineria, British Columbia
contaminados | (Canadd)

Sedimentos de embalse
contaminados por la mineria,
Montana (EE. UU.)

Relaves mineros, British Columbia
(Canada)

100 — 800

903 (396 - 2000)
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Tipo de Roca o

Roca o sedimento

Concentracion de As promedio

Sedimento y/o rango en mg kg!
Suelos y relaves contaminados 120 — 52.600
(Reino Unido)

Suelo contaminado con relaves, <1100
Montana (EE. UU.)

Sedimentos intermareales 0,38 - 1260
contaminados industrialmente (EE.

uu.)

Suelos debajo de una fabrica de 1,3-4770
productos quimicos (EE. UU.)

Lodos de depuradora 9,8 (2,4 -39,6)

Tabla A - 5. Concentracion maximas de arsénico reportadas en aguas subterraneas alrededor

del mundo. Extraido de Ortiz Letechipia ez al. (2022).

Afganistan
Africa
Argentina
Bangladesh
Chile
China
Chipre
Finlandia
Grecia
Hungria
India
México
EE.UU.

100
1760
3810

>1000

770

850

64

980

>1000

68

50
241
210

Tabla A - 6. Limites maximos permitidos de As segun el destino de descarga de liquidos a
cuerpos de agua superficiales o respecto al tipo/uso del agua. Elaboracion propia en base a la

legislacion chilena.

Destino de descarga liquidos a cuerpos

Limite maximo

Normativa

de agua o uso de agua

e Descarga a cuerpos de agua fluviales

e Descarga a cuerpos de agua fluviales
(considerando capacidad de dilucion
del receptor)

e Descarga a cuerpos de agua lacustres

en mg L!
0,5

0,1

Decreto 90 (2000)
Decreto 90 (2000)

Decreto 90 (2000)
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Destino de descarga liquidos a cuerpos

de agua o uso de agua

Limite maximo
en mg L!

Normativa

e Descarga a cuerpos de agua marinos
dentro de la zona de proteccion
litoral

e Descarga a cuerpos de agua marinos
fuera de la zona de proteccion litoral

e Agua mineral

e Agua potable
e Agua para riego

0,2

0,5
0,01

0,01
0,1

Decreto 90 (2000)

Decreto 90 (2000)
Decreto 106 (1997)

NCh 409 (2005)
NCh 1333 (1978)

B. DATOS COMPLEMENTARIOS DE LA CUANTIFICACION DE AS

Curva de calibracion - Metodo con LVM
As diluido con agua MiliQ

12

1 0933 5
0,858 ¢
£ 0,781 ¢
Z 08 0,712 o~
a 0,611 &
£ 06 0,533/./
= 0,439 0465 o ¥=0,175x
% o 0366 ¢ @ R*=0,9942
4 [ -
< 0214 -~
0.2 0,134 o
0,048 o
0 ./
0,0 1,0 2,0 3,0 40 5.0 6.0

[As (111)] ug/ml

Curva de calibracion - Metodo con LVM
As diluido con M195c 1:500

2
w

Absorbancia 517 nm

0 05

7.0

0,431

y=0,1365x+0,0882
R*=0,9971

1 15 2 25
[As (111)] ug/ml

Figura B - 1. Curvas de calibracion para metodologia de medicion de As con LVM. A la
izquierda, estandar de arsénico diluido con agua MiliQ, mientras que a la derecha, estindar
de arsénico diluido con M195¢ a su vez diluido a una razon de 1:500.

Tabla B — 1. Curva de calibracion para medicion de arsénico con LVM. Dilucién arsénico en

agua MiliQ.
[AsUD)] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6
ug/mL

ABS 0,048 0,134 0,214 0,366 0,439 0465 0,538 0,611 0,712 0,781 0,858 0,933 1,006

617 nm
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Tabla B - 2. Curva de calibracion para medicion de arsénico con LVM. Dilucion de arsénico
en M195c¢ diluido 1:500.

[ASAID] 6 925 05 075 1 2 25
pg/mL
ABS 16001 0131 0,157 0,181 0216 0366 0431
617 nm

Tabla B - 3. Prueba de medicién de arsénico total en M195¢c diluido 1:500 con LVM, con
procedimiento previo de reduccion de As(V) a As(I1I) con KI.

[AsAIDl 4 45 1 15 2 25 3 35 4 45 5
pg/mL
6{"73115111 0,002 0,002 0001 0001 0002 0,004 0,003 0,000 0,002 0,001 0,002

Tabla B - 4. Detalle del analisis espectrofotométrico con LVM de muestras inoculadas con
Halodesulfovibrio aestuarii (I) y medio estéril (C) a 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mM de As(ILI).

Muestra As(III) | 1 0 o1 102 103 104(CO0 CO01 CO02 CO03 CO04
ABS 0,511 0,515 0,480 0,475 0,595 (0,351 0,357 0,395 0,392 0,3395
[As(IID)]
mM muestra 14,41 14,52 13,53 13,39 16,78 | 9,90 10,07 11,14 11,05 9,57
(sin ajuste)

ABS 0,000 0,004 -0.031 -0.036 0,084 [0,000 0,006 0044 0041 -0.0115
corregida
[As (IID] ~ 003 =023 026 062 | - 004 032 030 -0.08
pg/ml
[As(IID] _ 2E-04 2503 2.6-03 5E-03| - 3,504 2.E-03 2,E-03 -6,5-04
mM dilucion
[As(LLD)] ~ 0113 -0874 -1015 2369 | - 0169 1241 1156 -0.324

mM muestra
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C. REGISTROS DE PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Figura C - 1. Relave Petronila Diaz, ubicado a una cuadra del centro de Petorca, Region de
Valparaiso, Chile. En amarillo, seccion del relave, respecto a la ciudad de Petorca. Segin
datos del SERNAGEOMIN - Subdireccion de Mineria (2023) , en promedio se encuentran
400 mg de arsénico por kg de relave Imagenes tomadas desde Google Earth Pro, Image @
2025 Airbus.

Figura C - 2. Tubos sellados con tapéon de goma y sello de aluminio, andxicos e
inoculados con microorganismo correspondiente.
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Figura C - 3. Citrato de Titanio (III) con precipitado de carbonato. A la derecha, sin
agitar, mientras que a la izquierda se muestra luego de su agitacion.

Figura C — 4. Figura C - 4. Proceso de gasificacion en tubos (izquierda) y en botellas
(derecha). Notar ademas que al gasificar con una atmosfera 80%:20% de N2:CO2, la
resazurina acuosa (violeta) se reduce a resorufina (rosada).

Figura C - 5. Diagrama de la estacion gasificadora (Widdel, F. y Bak, F., 1992) (izquierda)
y estacion utilizada (derecha). Se indican en rojo el ingreso del gas andxico (g) consistente
en 80%:20% de N2 y CO2, las valvulas de paso (stc), la salida de gas a través de la jeringa
estéril (gs) y la salida a los brazos flexibles para la gasificacion de tubos y botellas.
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D. INFORMACION COMPLEMENTARIA DE MICROORGANISMOS ESTUDIADOS

00) Geobacter daltonii FRC-32" (CP001390)

1
A!:LG(’OIM(‘RT toluenoxydans TMI1T (EU711072)
88 Geobacter uraniireducens Rf4" (CP000698)
seobacter bemidjiensis Bem' (CP001124)

C
60 4E ;
100 — Geobacter bremensis Dfr1T (zZU96917)

Geobacter luticola OSK6T (AB682759)
Geobacter thiogenes JCM 140457 (AF223382)

Geobacter lovieyi SZ" (CP001089)

Pelobacter propionicus DSM 2379 (CP000482)

W’Eubuulw' chapellei 172" (U41561)
Geobacter psychrophilus P35" (AY653549)

Geobacter argilaceus G127 (DQ145534)

100

Geobacter pelophilus Dfr2T (U96918)
Geobacter pickeringii G137 (DQ145535)
wor Geobacter metallireducens GS-15"7 (CP000148)

6
410(’&100/74"'!('/'g/'/u'('iuc TACP-27 (AF335182)
Geobacter hydrogenophilus H2" (U28173)
Geobacter soli GSS01T (K1620987)
Geobacter anodireducens SD-17 (KF006333)
Geobacter sulfurreducens subsp. sulfurreducens PCAT (AE017180)

9% Geobacter sulfurreducens subsp. ethanolicus OSK2AT (AB762695)
Desulfuromusa kysingii DSM 73437 (X79414)

88

0.01
Figura D - 2. Arbol filogenético basado en la secuenciacion del gen 16S rRNA evidenciando
ubicacion de Geobacter sulfurreducens. Extraido de G. Yang et al. (2015).
100 - Desulfovibrio sp. DV

Desulfovibrio sp. TomC
Desulfovibrio cf. magneticus IFRC170

Desulfovibrio magneticus RS-1
Desulfivibrio fructosivorans JJ
Desulfovibrio alcoholivorans DSM 5433
Desulfovibrio gigas DSM 1382
Halodesulfovibrio aestuarii DSM 10141

Desulfovibrio alaskensis DSM 16109

100
—— Desulfovibrio vulgaris str. Hildenborough

83
Desulfovibrio sp. A2

100
100 - Desulfovibrio termitidis HI1

Desulfovibrio desulfuricans ND132

Desulfovibrio ferrireducens

100
100 Desulfovibrio hydrothermalis AM13

Acinetobacter sp. ADP1

0.050
Figura D - 1. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen 16s de rRNA evidenciando

la ubicacion de Halodesulfovibrio aestuarii. Extraido de Kovaliova et al. (2017).
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E. RESUMEN DE OBJETIVOS, ACTIVIDADES Y RESULTADOS

Tabla E - 1. Resumen de los parametros cinéticos obtenidas con ambos microorganismos,
Geobacter sulfurreducens como Halodesulfovibrio aestuarii, para las distintas especiaciones
de arsénico como también en los distintos agentes reductores utilizados (solo la segunda
especie).

. , Agente .y . Lag  op Hora
Microorganismo As Reductor Condicion | u (h) td (h) (h) e O DMax
As - Control 0,0597 11,61 7,5 0,743 75,8
(110) - 0,1 mM 0,0189 36,67 55 0,451 141,3
Geobacter - Control 0,0492 14,09 8,83 0,751 80,3
sulfurreducens As - 1 mM 0,0290 2390 45,50 0,215 80,3
) - 2 mM 0,0290 23,90 33,33 0,362 99,2
- 4 mM 0,0102 67,96 80,33 0,201 165,9
- 5 mM 0,0103 67,30 99,17 0,158 190,1
Na2S Control 0,0954 7,27 10 0,402 35,3
0,1 0,0500 13,86 28 0,387 75,8
A Control 0,1114 6,22 4,67 0,552 36,8
As Ci-Ti(lI) 0,1 mM 0,0514 13,49 46,67 0,521 76,8
(1) Control 0,0504 13,75 5,50 0470 48,8
0,1 mM 0,0398 17,42 5,50 0470 53,3
Halodesulfovibrio Cisteina 0,2 mM 0,0306 22,65 5,50 0,405 91,5
aestuarii 0,3 mM 0,0172 40,30 29,33 0,444 144,0
0,4 mM 0,0181 38,30 53,33 0,358 211,2
Control 0,0561 12,36 525 0,486 48,6
As 0,5 mM 0,0261 26,56 525 0,243 66,9
V) Cisteina I mM 0,0357 19,42 525 0,197 48,6
3mM 0,0800 8,66 29,33 0,157 48,6
5 mM 0,0621 11,16 29,33 0,107 48,6
Linealizacion OD Etapa Exponencial
Halodesulfovibrio aestuarii M195c Na,S - As (lll)
-0,500
-1.000 y=0,0954x - 4,1329 ¢
R?=0,9814
§ 2,000 R?=0,9856
-2,500 e  Control
0,2 mM As(lll)
-3,000 Lineal (Centrol)
[ ] Lineal (0,1 mM As(lll)}
-3,500
0 10 20 30 40 50 60 70

Horas

Figura E - 1. Linealizacion etapa exponencial para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c¢
con NazS como agente reductor y As(III). Control (sin As) en verde, en azul muestra con
0,1 mM de NaAsQO:.
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Lineal (0,1 mM As{1ll)]

10 20 30 40 50 60 70 80

Horas

Figura E - 3. Linealizacion etapa exponencial para Halodesulfovibrio aestuarii en M195¢ con
Ci-Ti(IIT) como agente reductor y As(IIT). Control (sin As) en verde, en azul muestra con 0,1

mM de NaAsQOq.

0,000
-0,500
-1,000

-1,500

LnOD

-2,000

-2,500

-3,000

Linealizacion OD Etapa Exponencial
Halodesulfovibrio aestuariiM195c¢ HCI-Cisteina - As (l1l)

y=0,0504x - 3,1573

y=0,0398x - 2,7523 ¥=0,0172x-2,7825
R*=0,9875

R®=0,9943 R?=0,9712

x
y=0,0181x-3,1313
R®=0,9913

@ Lncentrol
Ln0,1 mM
Ln02mM
Ln0,3mM
+ Ln04mM

y =0,0306x - 2,9401
R?=0,9654

x

0

20 40 60 80 100 120 140
Horas

Figura E - 2. Linealizacion etapa exponencial para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c con
HCIl-Cisteina como agente reductor y As(III). Control (sin As) en verde, celeste, naranjo, rojo
y morado corresponden a muestras con 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mM de As(III) respectivamente.

Linealizacion OD Etapa Exponencial
Geobacter sulfurreducens - As(l11)

-0,400
-0,900 y=0,0189x - 3,6655
R*=0,9389
-1,400
[=]
o
s
-1 ,900 ® @ Control
y=0,0597x - 3,099 0.1mM
R*=0,9925
‘2»400 Lineal (Control)
Lineal(0,1mM)
-2,900
0 25 50 75 100 125 150

Horas

Figura E - 4. Linealizacion etapa exponencial para Geobacter sulfurreducens en M826

¢/NaAsQO:. Control sin As en verde, en azul muestra con 0,1 mM de NaAsO:.
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Linealizacion OD Etapa Exponencial
Halodesulfovibrio aestuarii M195¢ HCL-Cisteina - As (V)

0,000
0,500 y=0,0561x-3,3516
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Figura E - 6. Linealizacion etapa exponencial para Halodesulfovibrio aestuarii en M195c¢ con
HCIl-Cisteina como agente reductor y As(III). Control (sin As) en verde, celeste, naranjo, rojo
y morado corresponden a muestras con 0,5, 1,3 y 5 mM de As(V) respectivamente.

Linealizacion OD Etapa Exponencial
Geobacter sulfurreducens M826 - As (V)

0
® LnControl
y=0,0492x - 2,8417 tn;mu
e n2m
0,5 R =0,9947 L o2k
y=0,020x - 3,3317 ¢ Ln5mM
R*=0,9835
-1
y=0,0102x-3,0708
R*=0,9279

515

? /

X
y=0,0103x-3,5311
2,5 o
y=0,029x - 3,6923 R?=0,9685
R*=0,9828
-3
0 20 40 60 120 140 160 180

80 100
Horas

Figura E - 5. Linealizacion etapa exponencial para Geobacter sulfurreducens en M826 con
As(V). Control sin As en verde, en celeste, naranjo, rojo y morado muestras con
concentraciones de 1, 2, 4,5 mM de As(V) respectivamente.
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Tabla E - 2. Resumen de actividades, resultados y principales conclusiones por objetivo

planteado.
Objetivo Actividad Resultado Conclusion
Na,S: En M195¢c con
As(III), genero
precipitado amarillo
inmediato (~10 segundos Na,S: Precipitado abidtico de
desde adicion de As), posiblemente As;S;, podria
granulos suficientemente reducir la biodisponibilidad de
grandes para generar una As en el medio, subestimando
variacion de £0.100 en la el efecto de este contaminante
OD. No se evidencia en el microorganismo;
cambio de color por imposibilitar toma de datos
oxidacion de resazurina. espectrofotométricos ante el
Con As(V), no se tamafio de los granulos
evidencia precipitado ni generados; y podria
cambios visuales hasta las enmascarar el crecimiento
168 horas, a lo cual se microbiano.
Evaluacion de | Prueba abiotica de evidencia leve color
mejoras para interaccion entre rosado de resorufina. Ci-Ti(I1I): Precipitado
analisis de As agente reductor con As. abidtico podria sobreestimar
Ci-Ti(IIl): Generacion de crecimiento microbiano o
precipitado Marréon a las disminuir As biodisponible,
24h, alta OD inicial y generando un error asociado
cambio de color de importante.
resazurina a rosa fuerte a
las 48h. HCI-Cisteina: Al no presentar
efectos  visibles de la
HCI-Cisteina: No se interaccion de As, es un
evidencian cambios importante candidato como
visibles dentro de 30 dias. agente reductor. Requerido
No hay precipitado o color analisis molecular de su
de resorufina (rosado). OD interaccion con As.
estable sin variaciones
importantes. Mismos
resultados con As(V).
Precipitado se mantiene
Estabilidad de estable a condi’cignes El precipitado que podrian
reductoras (anoxico). generar BSR, puede ser

precipitado abiotico de
As2S3

Analisis Cuantitativo
de presencia de As con
LVM.

Abierto a la atmosfera,
este es disuelto alrededor
de 120h.

Coloraciéon  inusual al
medir  As(Ill)  (verde
oscuro frente a color cian
en muestras comunes) y
~0,500 de OD a diluciones
de 1:500, calculandose
concentraciones hasta 2
ordenes de magnitud

soluble a condiciones aerobias,
movilizando el As precipitado.

Alta concentracion de
interferentes (como sulfato,
sulfuro y cloruro) podrian
afectar equilibrio LVM — VM,
como también generar
precipitados que afecten al
color final, y asi sobreestimar
la concentracion.
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Objetivo

Actividad

Resultado

Conclusion

Analisis del
Metabolismo

Analisis Cualitativa de
presencia de As con
AgNOs.

Curva de crecimiento:
Halodesulfovibrio
aestuarii con Na,S
como gente reductor en
M195¢ con As(III).

superiores a valor real.
Mediciones de As total
cercanas a OD 0 a dilucién
1:500, mientras que a
mayor dilucion se genera
precipitado  negro y
coloracion ambar en
muestras.

Estandares de As:
Coloracion
correspondiente solo a 10
mM y 100 mM de As(III)
y As(V) respectivamente,
como también ante mezcla
de ambos. A menor
concentracion no  se
evidencia color.

M195¢ diluido (muestras
0,5mM As(V), 0,1 mM
As(Ill) y Control, todas
con y sin inoculo):
Precipitacion negro a
marron dependiendo de la
dilucion.  1:10  negro;
1:100 marrén; 1:500 leve
turbidez blanca.

M195¢ sobrenadante
(muestras 5 y 0,5 mM
As(V), 04 y 0,1 mM
As(III) y control):
Precipitacion marrén aun
en primer sobrenadante.
Segundo sobrenadante se
enturbia con coloracion
blanca, que no cambia
adicion extra de AgNO:s.
Crecimiento  levemente
ralentizado a 0,1 mM
As(IIT) (menor mu y leve
mayor tp), alcanzando
igual OD maxima
(~0,400) a su contraparte
sin arsénico. Biopelicula
negra débil a la remocion
mecanica. No se evidencia
precipitado de sulfuro de
arsénico amarillo a 0,1
mM de As(III).

Precipitacion de cloruros y
sulfuros, con un Ksp
importante, enmascaran la
precipitacion de arsénico.

Mayor diluciéon elimina % de
interferentes, pero disminuye
concentracion de As a niveles
no perceptibles por la
metodologia, enmascarados
por la rapida precipitacion de
cloruros.

Halodesulfovibrio  aestuarii
tolera concentraciones de 0,1
mM de As(IIl) al presentar
algun mecanismo de
resistencia a un  coste
energético que ralentiza su
crecimiento.
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Objetivo

Actividad

Resultado

Conclusion

Curva de crecimiento:
Halodesulfovibrio
aestuarii  con  Ci-
Ti(III) como gente
reductor en M195c¢ con
As(III).

Curva de crecimiento:
Halodesulfovibrio
aestuarii  con HCI-
Cisteina como gente
reductor en M195c¢ con
As(11I).

Curva de crecimiento:
Halodesulfovibrio
aestuarii con HCI-
Cisteina como gente
reductor en M195¢ con
As(V).

Crecimiento ralentizado
drasticamente a 0,1 mM
As(Ill) (menor mu y
mayor tp), sin embargo
alcanza igual OD maxima
(~0,400) a su contraparte
sin arsénico. Se evidencia
precipitado marrén que
enmascara biomasa a
mayores concentraciones
de As(III). Se alcanza una
mayor OD méxima que en
M195¢c  tradicional vy
modificado con cisteina.

Crecimiento sin efectos a
0,1 mM As(Ill) (simil a
control). Concentraciones
crecientes de  As(IIl).
Mayores concentraciones
ralentizan crecientemente
el crecimiento de
Halodesulfovibrio
aestuarii. No se evidencia
precipitado de sulfuro de
arsénico en ningun caso.
Tampoco, de  otros
precipitados que afecten
notoriamente la medicion
espectrofotométrica.

Disminucion paulatina del
crecimiento a  mayor
concentracion de As(V).
La velocidad especifica no
varia en demasia,
manteniéndose dentro de
un rango alrededor del
valor original sin arsénico.
No se evidencian
precipitados de sulfuro de
arsénico y otros que
impidan un  registro
espectrofotométrico.  Se
observar biopelicula
abundante que crece de

Halodesulfovibrio  aestuarii
ralentiza su crecimiento en
presencia de As(Ill) indicando
mecanismo de detoxificacion.
Podria tener un crecimiento
potenciado (mayor OD
maxima) por la presencia de
Ci-Ti(lll), sin  embargo,
precipitado en todas Ias
muestras podrian indicar un
valor  sobreestimado  y/o
generar una menor
biodisponibilidad de As que

permite dicho
comportamiento.
Halodesulfovibrio  aestuarii

ralentiza su crecimiento en
presencia de As(III), tolerando
incluso 0,4 mM, indicando
mecanismo de detoxificacion,
a un coste energético. La no
precipitacion de sulfuros de
arsénico amarillos indican que
no se alcanzan las
concentraciones  requeridas
para desencadenar la reaccion,
por lo que existe otro
mecanismo que abate As(IIl) o
la cantidad de H2S generado es
bajo.

Cisteina como agente reductor
resulta la mejor opcién para
mediciones

espectrofotométricas.
Halodesulfovibrio  aestuarii
presenta mecanismo  para

reducir As(V) a As(Ill) y
resistir a la toxicidad del
arsénico, sin embargo, sin la
precipitacion de sulfuros de
As. El crecimiento a través de
las paredes de los tubos darian
cuenta de una  presion
ascendente en la biopelicula o
de la disminucion de la
densidad en esta provocado
por la produccion de un
compuesto de menor densidad
que el medio acuoso, siendo un
candidato, por lo expuesto

1107




Objetivo

Actividad

Resultado

Conclusion

Curva de crecimiento:
Geobacter
sulfurreducens en
M826 con As(ILI).

Curva de crecimiento:
Geobacter
sulfurreducens en
M826 con As(V).

Analisis  anotaciones
del genoma —
metabolismo  Central
(piruvato y azufre)

manera vertical, por las
paredes de los tubos.

Crecimiento
drasticamente afectado a
0,1 mM As(Illl), OD
maxima se reduce un 40%.
Biopelicula notoriamente
mas resistente a la
remocion mecanica.

Crecimiento
drasticamente afectado
con As(V). Mayor

crecimiento con 2mM que
con ImM. Biopelicula
resistente mecanicamente
Metabolismo en gran parte
completo.

No encontradas
estructuras del
metabolismo del piruvato
presentes en BSR como
(R)-2-hidroxi-acido:
Aceptor 2-Oxidoreductasa
(1.1.99.6), Piruvato-
ferredoxina
oxidorreductasa (1.2.7.1),
y Acetaldehido NAD"
Oxidoreductasa (1.2.1.3).

No encontradas
estructuras del
metabolismo del azufre

anteriormente, compuestos
metilados de As(III) volatiles.

Geobacter sulfurreducens
tolera As(IIl) en menor medida
que Halodesulfovibrio
aestuarii. La  Biopelicula
resistente  podria  indicar
adaptacion al estrés que puede
generarse a si misma al liberar
As desde minerales de hierro, a
los que se mantiene unidos por
requerirlos como fuente de
aceptor de electrones,
movilizando el arsénico al
reducirlo As(IIl) y expulsarlo
de las células.
Halodesulfovibrio aestuarii no
requiere mantenerse adherida a
un sustrato solido ya que su
principal aceptor de electrones,
sulfato, se mantienc en fase
acuosa, por lo que su
biopelicula sera mas débil
mecanicamente que la de
Geobacter sulfurreducens.
Crecimiento a 2 mM podria
indicar que es requerido una
cierta concentracion de As(V)
o As(Ill) para desencadenar
respuesta eficiente contra el
arsénico.

Metabolismo del piruvato
altamente adaptado a la vida
anaerobica en un ambiente
haléfilo. Demuestra
metabolismo oxidativo
incompleto desde lactato a
acetato.

Metabolismo del azufre acorde
a BSR, pero con estructuras
importantes  faltantes, que
podrian no  haber sido
encontradas ante una revision
manual o que estas hayan sido
determinadas como  una
enzima con una especificidad
diferente pero una funcion
similar. Se evidencian
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Objetivo Actividad Resultado Conclusion
presentes en BSR como: estructuras asociadas a la
proteina de uniéon a ATP utilizacion de H, como aceptor
del sistema de transporte de electrones, acorde con lo
de sulfonato (7.6.2.14), estipulado en la descripcion de
Adenililsulfato  quinasa la especie.

(2.7.1.25), H2S: [DsrC
proteina]-ditiol
oxidorreductasa (1.8.5.10)
y  Succinil-CoA: L-
homoserina O-
succiniltransferasa
(2.3.1.406).
Halodesulfovibrio  aestuarii
Presencia de ArsC tiene el potencial de
desencadenar el proceso de
Analisis  anotaciones (reductasa) ArsR detoxificacion de As a través
del genoma — (Rep.r esor), ArsM de la reduccion de As(V) a
Metabolismo del As (metiltransferasa) Y As(Ill) y expulsion de este a

Bomba Eflujo (posible
ArsB)

través de una acr3. También
con la capacidad de metilacion
de As(Ill) mediante una ArsM.
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