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Resumen

Debido a la disminucién de yacimientos de éxidos de cobre, el procesamiento de sulfuros de
cobre evoluciona a alternativas mas sustentables, tales como el uso de bacterias para los procesos
de lixiviacién y flotacion. En los depdsitos de sulfuros de cobre es usual encontrar cantidades
importantes de pirita (FeSs), y la adherencia de bacterias a su superficie es importante tanto para
lixiviar cobre mediante oxidacién de ferroso (Fe?) a férrico (Fe®*"), como para su depresién en
el proceso de flotacién. El presente trabajo tiene como objetivo general modelar la energia libre
que afecta la adherencia de Acidithiobacillus ferrooxridans a la pirita mediante la proteina externa
citocromo C Cyc2.

Para ello, se desarrollaron herramientas computacionales que permiten calcular energias libres
de interaccién basadas en la teoria DLVO extendida (XDLVO) y modelos de grano fino para
capturar los efectos moleculares y de distribucién de cargas en la adherencia bacteriana.

Se estudiaron variables como el pH, la fuerza iénica del medio, la distancia de separacion entre
la proteina y la pirita, y el grado de oxidaciéon del mineral.

Los resultados muestran que la interaccion de van der Waals es siempre favorable, mientras
que las interacciones electrostaticas y acido-base dependen significativamente de las condiciones
del medio y la quimica superficial de las particulas involucradas. A pH neutro-basico y mineral
oxidado y a pH &acido y mineral reducido la adherencia es maxima, destacando el potencial de los

sistemas bacterianos en flotacion y lixiviacién de minerales.



Abstract

Due to the decline in copper oxide deposits, the processing of copper sulfides is evolving towards
more sustainable alternatives, such as the use of bacteria in leaching and flotation processes.
Copper sulfide deposits commonly contain significant amounts of pyrite (FeSs), and the adherence
of bacteria to its surface is important both for copper leaching through the oxidation of ferrous
iron (Fe?T) to ferric iron (Fe?"), and for its depression in the flotation process. The present work
aims to model the free energy affecting the adhesion of Acidithiobacillus ferrooxidans to pyrite
through the external protein Cytochrome C Cyc2.

To achieve this, computational tools were developed to calculate interaction free energies based
on the extended DLVO theory (XDLVO) and fine-grained models to capture molecular effects and
charge distribution in bacterial adhesion.

Variables such as pH, ionic strength of the medium, separation distance between the protein
and pyrite, and the oxidation degree of the mineral were studied.

The results show that van der Waals interactions are always favorable, while electrostatic and
acid-base interactions significantly depend on the medium’s conditions and the surface chemistry
of the particles involved.

Maximum adhesion occurs at neutral-basic pH with oxidized minerals and acidic pH with

reduced minerals, highlighting the potential of bacterial systems in flotation and mineral leaching.
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1. Introduccion

El procesamiento de minerales es una actividad esencial para la extraccion de metales de interés,
siendo el cobre uno de los mas relevantes para Chile. Sin embargo, los métodos tradicionales como
la flotacion y la lixiviacion enfrentan desafios significativos, como el uso intensivo de agua, la
disminucién de leyes minerales y la necesidad de mayor selectividad en ambientes complejos, como
el uso de agua de mar en flotacion.

En este contexto, los bioprocesos, como la biooxidacion y la biodepresién mediadas por Aci-
dithiobacillus ferrooxidans, han surgido como alternativas prometedoras. Esta bacteria es conocida
por su capacidad de adherirse a minerales como la pirita, facilitando su oxidacién y depresién
selectiva en procesos mineros.

Uno de los factores determinantes para la eficiencia de estos bioprocesos es la adherencia de
A. ferrooxidans a las superficies minerales, un fenémeno que depende de multiples variables fisi-
coquimicas y bioldgicas. La teoria DLVO extendida (XDLVO) proporciona un marco tedrico para
describir estas interacciones, incorporando fuerzas electrostaticas, de van der Waals y acido-base.
Ademas, los avances en modelado molecular permiten estudiar con mayor detalle las propiedades
especificas de las proteinas involucradas en la interaccién bacteriana, como el citocromo C Cyc2.

Este trabajo propone un enfoque combinado que integra modelos tedricos y simulaciones compu-
tacionales para caracterizar la adherencia de A. ferroozridans a pirita, evaluando el efecto de varia-
bles clave como pH, fuerza idnica y estado de oxidacion del mineral. Se espera que los resultados
obtenidos contribuyan al disenio de estrategias mas eficientes y sostenibles en el ambito del biopro-

cesamiento de minerales.
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1.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del pH, distancia, fuerza iénica y grado de oxidacién de la pirita en la

adherencia de la proteina externa citocromo C Cyc2.

1.2. Objetivos especificos

= Modelar la energia libre que afecta a la adherencia de Acidithiobacillus ferrooxidans a pirita

mediante la proteina externa citocromo C Cyc2.

= Elaborar cédigo que permita calcular las energias libres para la adherencia de Acidithiobaci-

llus ferrooxidans a pirita.

= Optimizar las variables para obtener la mayor adherencia de Acidithiobacillus ferroozidans a

pirita en bioprocesos mineros usando el modelo propuesto.
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2. Marco Teodrico
2.1. Procesamiento de minerales
En los yacimientos de cobre se distinguen normalmente cuatro zonas, desde la superficie hacia

la profundidad: estériles, minerales oxidados, sulfuros secundarios y sulfuros primarios (Sillitoe,

2010). Estas zonas estan ilustradas en la Figura 1.

=

Nivel de Aguas
subterraneas

Figura 1: Secuencia tipica de minerales en los yacimientos de cobre (Sillitoe, 2010).

Segun la mineralogia se selecciona el proceso para extraer el cobre, es asi como en Chile se
identifican dos lineas de produccién de cobre de acuerdo con el mineral procesado. Primero, el
procesamiento de minerales sulfurados primarios sigue una linea de produccién mediante flotacion.
Segundo, el procesamiento de minerales oxidados sigue una linea de produccién mediante lixivia-
cién. Por tdltimo, el procesamiento de minerales de la zona de transicion entre estas mineralogias,
corresponde a sulfuros secundarios o de baja ley, puede seguir lineas de produccién bajo cualquiera
de los dos procesos (Cochilco, 2023).
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2.1.1. Flotacién

La flotacion se define como un proceso fisicoquimico de tension superficial que separa minerales
valiosos de los no valiosos.

Durante este proceso, el mineral molido se adhiere superficialmente a burbujas de aire previa-
mente insufladas, lo que determina la separacién del mineral de interés.

La adhesién del mineral a estas burbujas de aire dependera de las propiedades hidrofilicas
(afinidad con el agua) e hidrofébicas (repulsién con el agua) de cada especie mineral.

Este proceso se lleva a cabo en celdas de flotacion hasta dénde llega la pulpa proveniente de la
molienda. Esta pulpa es agitada y aireada mecanicamente para llevar a cabo la flotacién.

Las particulas hidrofébicas (minerales valiosos) se adhieren a las burbujas y son conducidas a
la superficie donde se forma una espuma que luego es removida constituyendo el concentrado. Las
particulas hidrofilicas permanecen en la pulpa constituyendo el relave. Este proceso esta ilustrado
en la Figura 2 (Wang y Scanlon, 1983; Wills y Finch, 2016).

Concentrate

Froth

Launder
'| T R
rrnnmErdey

bhsbess b0

rt-z-g.: Bipape

) Hydrophobic minerals
® Hydrophilic minerals

L]
L "
| |'l ..} | )

Impeller
(Rotor/Stator) |

& ¢ o "’_5--'.;?" o ® == — Tailings

Figura 2: Proceso de flotacién de minerales (Wills y Finch, 2016).

Para llevar a cabo el proceso de flotacion, es necesario anadir ciertos reactivos que permitan que
el proceso sea selectivo. Estos reactivos (colectores, agentes espumantes, activadores y depresores)

se describen a continuacion.
= Colectores: Favorecen la condicion hidrofébica y aerofilica de las particulas de sulfuros de los
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metales que se quiere recuperar, separandolas del agua y adhiriéndolas a las burbujas de aire.
Deben utilizarse seleccionando el mineral de interés para impedir la recuperacion de otros
minerales. En la flotacién de minerales de sulfuros, los colectores mas importantes son los
xantatos, siendo los mas utilizados los xantato de etilo, isopropilo, isobutilo, amilo y hexilo
(Bulatovic et al., 1998). Los xantatos son selectivos para minerales sulfurados ya que forman
precipitados insolubles con metales basicos como Cu y Fe, pero no con elementos como Si,
Ca y Mg (Chaudhari y Tare, 1996), reduciendo la oxidacién de estos minerales (Valdivieso
et al., 2005).

» Espumantes: Alteran la tensién superficial de liquidos. Su estructura les permite agruparse
hasta formar otra fase distinta del resto del fluido, formando una espuma que separa el
mineral valioso de la ganga. Su objetivo es producir burbujas resistentes, de modo que se
adhiera el mineral de interés (Wills y Finch, 2016).

= Activadores: Alteran la naturaleza quimica de la superficie de los minerales para que puedan
reaccionar con el colector. Los activadores son generalmente sales solubles que se ionizan en
solucién y luego son los iones los que reaccionan con la superficie mineral (Wills y Finch,
2016).

= Depresores: Se utilizan para provocar el efecto inverso al de los reactivos colectores, esto
es, para evitar la recoleccién de otras especies minerales no deseadas en el producto que se
quiere concentrar y que no son sulfuros (Wills y Finch, 2016). En la flotacién de minerales de
sulfuro de cobre, la cal es el depresor mas cominmente utilizado para deprimir la pirita y la
arsenopirita. La pirita se deprime con cal debido a la reaccién del grupo hidroxilo y los iones
de calcio con la superficie del mineral. La formacion de hidréxidos de hierro y compuestos
de calcio en la superficie de pirita reduce la adsorcién de xantato, haciendo que el mineral
no sea flotable (la cal no tiene ese efecto en los sulfuros de cobre). Ademés, la cal aumenta el
pH, lo que dificulta la adsorcién del colector. La depresiéon ocurre en diferentes valores de pH

para cada sulfuro, lo que proporciona una ventana de pH que permite la flotacion selectiva
(Napier-Munn y Wills, 2006; Wills y Finch, 2016).

2.1.2. Problematicas en flotacién

= Alto consumo de cal en agua de mar: El consumo de agua de mar en flotacién impulsado por
la escasez de agua dulce en regiones mineras, ha generado desafios significativos debido a sus
propiedades quimicas. El agua de mar contiene sistemas tampdn naturales, principalmente

carbonatos/bicarbonatos (CO3~/HCO3) y boratos (B(OH),/B(OH),), que estabilizan su

pH natural entre 7,8 y 8,2. Este efecto buffer dificulta el ajuste al rango 6ptimo de flotacion
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(pH 10-12). Para superar esta resistencia al cambio de pH, se requieren dosis de cal significa-
tivamente més altas que en el caso del agua dulce. En muchos casos, el uso de agua de mar
puede aumentar el consumo de cal hasta diez veces. Esto se puede observar en la Figura 3
(Castro, 2012).
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Figura 3: Consumo de cal en funcién del pH para flotacién con agua dulce y agua de mar (Castro, 2012).

= Depresién de Molibdeno en agua de mar: A pH superiores a 9.5, la flotabilidad de la molibde-
nita (MoSs) disminuye significativamente en agua de mar. Esto ocurre debido a la interaccién
de iones secundarios, como calcio (Ca®") y magnesio (Mg*"), que forman precipitados co-
loidales en la superficie del mineral, inhibiendo su capacidad de adherirse a las burbujas de

aire. Esto se puede observar en la Figura 4 (Castro, 2012).
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Figura 4: Recuperaciéon de Molibdeno en funcién del pH para flotacién con agua dulce y agua de mar
(Castro, 2012).

2.1.3. Lixiviacion

La lixiviacion de cobre es un proceso fisicoquimico utilizado para extraer este metal desde
minerales mediante su disolucién en una solucién quimica.

Durante este proceso, el mineral previamente triturado y apilado, entra en contacto con una
solucion lixiviante, generalmente compuesta por acido sulfirico diluido, que actia como agente
quimico para disolver el cobre.

La eficiencia de la lixiviacién depende de varios factores, como la mineralogia, la granulometria,
el pH, el potencial redox, la temperatura y la concentracién de la solucién lixiviante. Ademas, la
distribucién de la solucién en la pila se realiza mediante sistemas de riego por goteo o aspersién,
asegurando un contacto uniforme con el mineral apilado.

Este proceso se lleva a cabo principalmente en pilas de lixiviacion, donde la solucién lixiviante
percola a través de la pila, disolviendo el cobre y formando una solucién conocida como PLS, esta
solucion es recolectada en sistemas de drenaje y enviada a etapas posteriores de procesamiento.

El cobre disuelto en el PLS es recuperado mediante procesos como la extraccién por solventes

y la electroobtencién (SX-EW), donde se obtiene cobre metdlico de alta pureza. Los residuos
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solidos, denominados ripios, se manejan adecuadamente para minimizar su impacto ambiental.

Este proceso esta ilustrado en la Figura 5 (Codelco, 2018).
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Figura 5: Proceso de lixiviacion en pilas.

Problematicas en lixiviacion

Agotamiento de recursos: Los minerales oxidados y secundarios, estan agotandose en las
principales operaciones mineras. Esto ha reducido significativamente la produccién de catodos
mediante procesos SX/EW, pasando de representar el 40 % de la produccién en 2009 a apenas

un 24 % en 2022, y se proyecta que caerd al 6.3 % en 2034.

Minerales refractarios: Los sulfuros primarios tienden a formar capas pasivantes de compues-
tos de azufre, que inhiben su lixiviacién al bloquear el acceso de las soluciones lixiviantes
a la superficie activa del mineral. A pesar de décadas de investigacién, no se ha logrado
desarrollar un proceso hidrometalirgico competitivo para tratar sulfuros primarios a escala

industrial.

Impactos econdémicos: La lixiviaciéon de sulfuros requiere reactivos quimicos especializados,
como soluciones cloruradas o agentes oxidantes, lo que incrementa los costos operativos (Co-
chilco, 2023).

Bioprocesamiento de minerales

El bioprocesamiento de minerales consiste en un conjunto de reacciones quimicas mediante las

cuales microorganismos disuelven u oxidan los minerales al obtener energia de sustancias inorgani-

cas, liberando metales como el cobre de forma més eficiente que los métodos convencionales (Rossi,

1990)

€n su

. Este proceso, aplicado a minerales como los sulfuros metéalicos, se basa fundamentalmente

oxidacién mediante un ataque quimico mediado por iones Fe3™.
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Los procesos estan directamente relacionados con los microorganismos presentes en el ambiente,
ya que estos poseen la capacidad de regenerar tanto los iones Fe3™ como el H,SO,. En este contexto,
el contacto directo o indirecto de los microorganismos con el mineral y la via de reaccién (ataque
quimico) que ocurre durante el ataque quimico de los sulfuros metélicos son factores determinantes
en la eficiencia del proceso.

La disolucion de los sulfuros metélicos debido a la actividad microbiana puede ocurrir a través
de dos mecanismos: “por contacto” y “sin contacto”. En la via sin contacto, los microorganismos
oxidan iones Fe?" y reducen compuestos de azufre, como el tiosulfato, presentes en el medio. Esto
genera iones Fe3™ y HySOy, que luego atacan quimicamente a los sulfuros metdlicos del mineral
(Sand y Gehrke, 2006).

Por otro lado, en la via por contacto, los microorganismos se adhieren a la superficie del
mineral mediante interacciones electrostaticas. Esta adhesién ocurre entre las células, cargadas
positivamente por la presencia de sustancias poliméricas extracelulares que contienen iones Fe3*,
y el mineral, que presenta una carga negativa. En este mecanismo, los iones Fe3* desempefian
dos funciones principales: primero, facilitar la adherencia de las células a la superficie mineral, y
segundo, promover la disolucién oxidativa de los sulfuros metdlicos (Sand et al., 2001; Rawlings,
2002; Rohwerder et al., 2003). Este mecanismo es més eficiente que el sin contacto, debido a la

proximidad entre las células y el mineral.

2.2.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

Es una bacteria acidéfila que puede tolerar condiciones extremas de acidez, con un rango de
pH o6ptimo entre 1.5 y 2.5. Su adaptacion a estos ambientes acidos se atribuye a mecanismos de
proteccion y regulacion del pH interno, como la produccion de proteinas y la regulacion de bombas
de protones. Esta habilidad de Acidithiobacillus ferrooxidans para sobrevivir y crecer en ambientes
acidos permite la oxidacién de los compuestos sulfurosos presentes en los minerales (Donati et al.,
2007).

También se ha demostrado que esta bacteria puede depresar selectivamente la pirita en flotacion
y se sugiere que la biodepresion puede ser posible incluso en condiciones téxicas, por ejemplo, a
una alta concentraciéon de NaCl y pH en torno a 8, como en el agua de mar (San Martin et al.,
2018).

Acidithiobacillus ferrooxidans es capaz de oxidar compuestos sulfurosos, como la pirita (FeS,),
a través de la accion de enzimas especificas. Durante este proceso representado en la Figura 6, la

bacteria libera iones férricos (Fe*") y 4cido sulfirico (HySOy).
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Figura 6: Sistema de oxidacién de Acidithiobacillus ferrooxidans (Jiang et al., 2021).

2.2.2. Propiedades de adherencia

Adema&s de su capacidad para oxidar minerales sulfurados, Acidithiobacillus ferroozidans se
caracteriza por su habilidad para adherirse a las superficies de los minerales, poseen un quimio-
sensor que les permite detectar gradientes de sustratos oxidables que se extraen de los minerales,
tales como: iones Fe?t /FeT y tiosulfatos. Luego de esta primera adherencia se generan sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), estos EPS son productos metabdlicos de las bacterias que rodean
la célula e influyen en sus propiedades superficiales y promueven la adherencia de mas bacterias.

Este proceso se puede ver en la Figura 7 (Jerez, 2009).

Time course

v
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EPS synthesis and
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OF S O T Py PRl e O e
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development planktonic cells

Figura 7: Interaccién de adherencia de Acidithiobacillus ferroozidans y pirita (Jerez, 2009).
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2.2.3. Propiedades acidoéfilas

Los microorganismos que oxidan compuestos de hierro y azufre necesitan un pH acido para
llevar a cabo el ciclo del hierro y para la biosintesis a partir del CO,. A pH neutro o bésico, el Fe?*
se oxida espontdneamente a Fe3* y eventualmente forma complejos insolubles. En ese caso, el Fe?+
no estd disponible para las reacciones de biooxidacién. A pH 4cido, el Fe?t se oxida de manera
controlada por la accion catalitica de los microorganismos, lo que permite el desarrollo del ciclo del
hierro. En el ciclo del hierro, el mineral es oxidado por Fe3*, que se reduce a Fe?™ y luego se oxida
nuevamente por los microorganismos. Por lo tanto, es importante mantener los iones Fe3t y Fe?*
disponibles en solucion para que las bacterias puedan llevar a cabo su metabolismo. El aceptor
final de electrones es el O,, sin embargo, cuando la concentraciéon de O, disminuye, el Fe3* actia
como aceptor alternativo de electrones y el azufre actiia como donador de electrones. Asf, el Fe?*
sirve como donador de electrones en condiciones aerdbicas y el Fe3t como aceptor de electrones
alternativo energéticamente favorable si la concentracion de oxigeno disminuye (Rawlings, 2005).

La Figura 8 muestra un modelo de la cadena de transporte de electrones de oxidacion de hierro

de A. ferrooxidans.

Fe(ll) Fe(lll)

Extracellular

Periplasm

f'\ Cytoplasm

HO  H+O0

Figura 8: Cadena de transporte de electrones de A. ferrooxidans (Jiang et al., 2021).
Los electrones se transfieren desde el Fe?" hacia el citocromo C Cyc2 ubicado en la membrana

externa y luego a la rusticianina. Después de eso, los electrones se transfieren a lo largo de una de

las dos rutas: la ruta cuesta abajo (para la generacion de ATP) o la ruta cuesta arriba (para la
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biosintesis). La rusticianina sirve como un tampén redox que asegura que el aceptor de electrones
del citocromo C Cyc2 en la membrana externa permanezca en un estado completamente oxidado,
listo para recibir electrones del Fe?*, incluso en presencia de fluctuaciones de oxigeno a corto plazo
(Rawlings, 2005; Quatrini et al., 2009).

2.3. Modelo de adherencia: Teoria DLVO extendida (XDLVO)

Dadas sus dimensiones, las células bacterianas en solucién pueden describirse como particulas
coloidales (generalmente en un rango de tamanos de 1 nm a 1 pum), y por lo tanto, el proceso
de adhesiéon microbiana puede explicarse mediante la teoria de estabilidad coloidal de Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) (Derjaguin, 1934; Verwey y Overbeek, 1948).

La teoria DLVO estima las fuerzas de interaccién entre dos superficies como la suma de las
fuerzas de Lifshitz-van der Waals (LW) y las interacciones electrostéticas de doble capa entre ellas.
Las fuerzas LW, siempre estan presentes y no son muy sensibles a la fuerza ionica de la solucién.
El parametro mas importante que determina la interaccién LW es la constante de Hamaker, que
es una propiedad del material y cuyo valor en muchos casos es bastante incierto (Norde, 2003).
Para superficies bacterianas, a menudo se estima a partir de mediciones del angulo de contacto en
biopeliculas bacterianas (Abu-Lail y Camesano, 2006).

Las fuerzas electrostaticas, son muy sensibles a la fuerza iénica y la composicién de la solucién
liquida en la que se realizan las mediciones. El calculo de estas interacciones requiere conocer el
potencial superficial electrostatico de las superficies interaccionantes, que normalmente se aproxima
mediante el potencial zeta.

La teoria DLVO asume que las superficies interaccionantes son perfectamente lisas, sin asperezas
ni estructuras superficiales (Takano et al., 1999). Sin embargo, los organismos vivos, como las
células microbianas, pueden formar estructuras extracelulares especificas, y sus paredes celulares
son mas complejas desde el punto de vista estructural y quimico en comparacién con las superficies
de particulas coloidales sintéticas (Dufréne, 2000).

Dado que la teoria DLVO ha tenido un éxito limitado en la descripcion de sistemas bioldgicos
(Van Oss, 1993), se han considerado otras fuerzas, como las interacciones dcido-base para explicar
las discrepancias entre las mediciones experimentales y la teorfa (Van Loosdrecht y Zehnder, 1990;
Meinders et al., 1995).

Van Oss et al. (1987) extendieron el modelo DLVO para incluir interacciones dcido-base, que
determinan la hidrofobicidad (o hidrofilicidad) de las superficies involucradas (Van Oss, 1993).
Este enfoque, conocido generalmente como el modelo DLVO extendido (XDLVO), ha tenido éxito
en predecir las interacciones entre entidades coloidales mayoritariamente no cargadas en medios
acuosos. Las interacciones dcido-base pueden ser atractivas o repulsivas (Meinders et al., 1995). Sin

embargo, en muchos casos, el modelo XDLVO extendido no pudo describir la adhesiéon bacteriana
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(Abu-Lail et al., 2007). Las discrepancias entre los resultados de los experimentos de adhesion y
las interacciones XDLVO calculadas se han atribuido a interacciones entre polimeros superficiales
bacterianos y superficies sélidas, que interfieren con las interacciones XDLVO extendidas (Jucker
et al., 1998).

La definicién matematica del modelo XDLVO contempla la suma de la energia libre de las

interacciones mencionadas.
1. Interacciones electrostaticas (AGEL).
2. Interacciones de Lifshitz-van der Waals (AGEY).
3. Interacciones acido-base (AGAP).
AGXDPLVO _ AGEL | AGLW | AGAB (1)

Donde la adherencia se ve favorecida a energia libre total negativa.

2.3.1. Interacciones electrostaticas

En sistemas acuosos, las cargas desempenan un papel crucial, ya que influyen en la adhesién
entre las particulas coloidales. Las particulas con cargas opuestas tienden a atraerse entre si,
mientras que las particulas con la misma carga tienden a separarse.

El sistema que permite comprender como se distribuyen las carga de los coloides en un liquido
es la doble capa eléctrica. Cuando la particula presenta cierta carga, afecta la distribucién de los
iones cercanos, generando una capa de iones de carga contararia alrededor de la particula coloidal
conocida como capa de Stern. Ademads, se forma una segunda capa que rodea a la capa Stern,
constituida por iones débilmente atraidos hacia la particula, la cual se denomina capa difusa.
Ambas capas conforman la doble capa eléctrica.

Este modelo incluye tres potenciales relevantes, los cuales se pueden ver en la Figura 9 (de
Vargas, 2004):
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Figura 9: Distribucién de cargas en el modelo de la doble capa eléctrica (de Vargas, 2004).

= Potencial de superficie: Corresponde al potencial que se encuentra entre la particula coloidal

y la capa Stern.
= Potencial Stern: Es el potencial ubicado entre la capa Stern y la capa difusa.
= Potencial Zeta: Se encuentra en el plano de cizallamiento de la capa difusa.

De estos, el inico potencial que se puede medir directamente es el potencial zeta. Es importante
mencionar que el pH del medio influye en su valor. El pH al que el potencial zeta es igual a cero
se denomina punto isoeléctrico.

Cuando dos superficies cargadas se acercan entre si en una solucion electrolitica, sus dobles
capas difusas se solapan, dando lugar a la interaccién electrostdtica. Suponiendo un potencial
superficial constante en los sustratos, se utiliza la conocida expresion de Hogg, Healy y Fuerstenau

(Hogg et al., 1965) para ajustar los datos de la energia libre electrostética en geometrias simples:

» Caso de esfera de radio a separada a una distancia d de un plano semi-infinito:

AGPHd) = mea (6} + ) | F i (122

G+ \1— exp(—rd)

) fIn{l - exp(—?md)}] 2)

= Caso de dos esferas de radio a; y radio ay separadas a una distancia d:

pr, n _ Teas(G + ) { 2G1C2 (1 + exp(—rd)
G (a1 + as) G+ i 1 — exp(—kd)
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Donde:

= a;: Radio de la esfera.

2.3.2.

€: Permitividad del medio.

d: Distancia entre las superficies.

k: Inverso de la longitud de Debye.

C1, €2: Potenciales zeta de las superficies en interaccion.

Interacciones de Lifshitz-van der Waals

Las fuerzas intermoleculares atractivas que propuso van der Waals, resultan de tres efectos

diferentes llamados de orientacion (Keesom), de induccién (Debye) y de dispersién (London), las

cuales se pueden observar en la Figura 10 (Hunter, 2001).
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Figura 10: Interacciones de Van der Waals: a) Keesom, b) Debye y ¢) London.

» Fuerzas de Keesom (interacciones dipolo-dipolo): Estas fuerzas ocurren entre moléculas po-

lares que poseen dipolos permanentes, es decir, una separacién constante de carga positiva

y negativa dentro de la molécula. Las fuerzas de Keesom son atractivas cuando los dipolos

se alinean de manera favorable y repulsivas cuando se alinean de forma desfavorable.

» Fuerzas de Debye (interacciones dipolo-dipolo inducido): Estas fuerzas se generan cuando

un dipolo permanente induce un dipolo en una molécula no polar al distorsionar su nube

electrénica. La fuerza de atraccién resulta de esta polarizacion inducida temporalmente.

» Fuerzas de London (dispersién): Estas son las mds universales y estdn presentes en todas

las moléculas, sean polares o no. Surgen debido a fluctuaciones temporales en la distribucion

de electrones que crean dipolos instantaneos. Estos dipolos temporales inducen dipolos en

moléculas vecinas, generando una atracciéon mutua.

Estas fuerzas tienen la misma dependencia con respecto a la distancia entre méleculas (1/r%), por

lo cual Lifshitz concluyo que podia extrapolar estas fuerzas a una escala mayor a la molecular,

ponderando el efecto de las tres fuerzas a escala macroscopica a través de la constante de Hamaker.
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Considerando lo anterior la energia libre de van der Waals esta dada por:

AGHW = —é dQy / dQliG (4)
7 Jo, o0 r
Donde:
= (2;: Volumen de la superficie.
= 7: Distancia entre las fracciones de volumenes del sistema.
= A: Constante de Hamaker para el sistema de dos superficies sumergidas en un solvente.
Hamaker resolvié la ecuacién (4) para geometrias simples (Hamaker, 1937):

= Caso de esfera de radio a separada a una distancia d de un plano semi-infinito:

Ala a d
LW _ _ |z
AGTH) = —5 d+d—|—2a+1n(d—|—2a)} (5)

= Caso de dos esferas de radio a; y radio as separadas a una distancia d:

AGEW () = —% (6)

Donde:
= a;: Radio de la esfera.
» d: Distancia entre las superficies.

= A: Constante de Hamaker para el sistema.

2.3.3. Interacciones acido-base

Desde hace mucho tiempo se ha supuesto que fuerzas fisicas diferentes de las atracciones de
van der Waals y las repulsiones electrostaticas pueden desempenar un papel importante en las
interacciones coloidales. Una de las mas importantes entre estas es frecuentemente referida co-
mo interaccion acido-base (Franks, 1975), un efecto que ha resistido una definicion experimental
cuantitativa y precisa hasta tiempos relativamente recientes (van Oss et al., 1987).

Denominadas también como interacciones electrén-donador-electrén-aceptor, no encajan es-

trictamente como interacciones dipolares en sentido estricto (Fowkes, 1983), su fuerte componente
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electrostatico y su notable asimetria (van Oss et al., 1987) justifican que se designen como inter-
acciones acido-base.

van Oss defini6 expresiones para estd interacciéon en geometrias simples (van Oss, 1987):

= Caso de esfera de radio a separada a una distancia d de un plano semi-infinito:

AG*B(d) = 2nraAAGE exp {M} (7)

= Caso de dos esferas de radio a; y radio ay separadas a una distancia d:

a1a2

AGAB(d) = 2r——=—
( ) W(al—i—ag)

MAGEE exp [(d‘)—;d)} (8)

Donde:

a;: Radio de la esfera.

d: Distancia entre las superficies.

AGfﬁL: Energia libre de las superficies en contacto.

A: Longitud de correlacién.

dy: Longitud minima de separacion de las superficies en el solvente.

Otros autores asocian estas interacciones de forma mas directa con el potencial electrostatico de
las superficies inmersas en una solucién, ya que en estos sistemas las superficies reaccionan con los
iones disueltos, generando variaciones de carga por efectos de hidratacion, las reacciones quimicas

que ocurren son las siguientes:

ST +M"=SM

S, (9)
S”+H" = SH

Donde S~ representa los sitios disponibles de la red cristalina y M+ denota los iones metélicos.
En la Figura 11 se muestra una representacion del reemplazo de iones metélicos por iones de
hidrégeno a causa de las reacciones que ocurren en una superficie de mica, lo que indicaria que la

adherencia es posible por efecto de iones comunes (Pashley, 1981).

27



Figura 11: Reemplazo de iones metalicos por iones de hidrégeno en un sistema de dos superficias de
mica (Pashley, 1981).

2.4. Estudios de adherencia

Para mejorar la eficiencia de los bioprocesos, resulta interesante estudiar la adherencia de A.
ferrooxidans a pirita, tanto para depresarla en flotacién o para lixiviarla generando iones Fe3t que
oxiden los sulfuros de cobre.

En la presente seccién se muestran estudios de adherencia experimentales, mediante teoria
XDLVO (considerando geometria esférica) y mediante modelos matematicos de grano fino (consi-

derando la disposicién atémica).

2.4.1. Adherencia experimental

San Martin et al. (2020) realizaron una campana experimental a nivel exploratorio para en-
tender los mecanismos involucrados en la adherencia y efecto depresante de A. ferrooxidans sobre
pirita en soluciones nitrogenadas.

Los resultados de los experimentos de cinética de adhesion y potencial de flujo se muestran en
la Figura 12 (San Martin et al., 2020).
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Figura 12: Resultados de cinética de adherencia de A. ferrooridans a pirita y resultados de potencial de
flujo en agua de mar a distintos pH (San Martin et al., 2020).

Se puede ver que las cargas tienen el mismo signo a pH 8 y existe mayor adherencia en compa-
racion a cuando las cargas tienen signos opuestos a pH 4. Al analizar las cargas uno esperaria la
situacion contraria, es decir, que haya mayor adherencia cuando las cargas tienen cargas opuestas,
debido a esto se concluye de este trabajo que las interacciones electrostaticas no son el mecanismo
gobernante en la adherencia de A. ferrooxridans. Sin embargo, hay que considerar que las mediciones
de potencial zeta o potencial de flujo, consideran los potenciales totales de la superficie, y al ser las
interacciones electrostéaticas sensibles a la distancia de separacion, se podrian generar interacciones
favorables en las zonas de adherencia y desfavorables en el resto de la superficie bacteriana.

Un estudio de las fuerzas electrostaticas como mecanismo de adherencia de A. ferrooxidans
a pirita en agua fresca y agua salada a 35 g/L de NaCl fue realizado por San Martin y Aguilar

(2019), cuyos resultados se indican en la Figura 13 y en la Figura 14.
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Figura 13: Resultados de cinética de adherencia de A. ferroozidans a pirita en agua fresca y salada a pH

4 (San Martin y Aguilar, 2019).
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Figura 14: Potencial de flujo de A. ferrooxidans y pirita en agua fresca (izquierda) y salada (derecha) a
distintos pH (San Martin y Aguilar, 2019).

En la Figura 13 se observa que la adherencia es menor en agua salada a pH 4, esto es acorde

a la interaccién electrostatica que es dependiente de la fuerza idénica del medio, es decir, a mayor

salinidad, menor serd la interaccion electrostatica entre las superficies.

En la Figura 14 se indica que el potencial de flujo en agua salada tiende a tener menor valor

absoluto que el potencial de flujo en agua fresca, donde el potencial en agua fresca se mantiene
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en los valores negativos para todo rango de pH en las dos superficies, los resultados de adherencia
para pH 4 concuerdan con los resultados observados en la Figura 12 (San Martin et al., 2020).

Siguiendo con la misma linea de investigacion, en la Figura 15 y en la Figura 16 se presentan
estudios de cinética de adherencia de A. ferrooridans a pirita en agua dulce y agua de mar a
distintos pH (Gonzalez, 2023).
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Figura 15: Resultados de cinética de adherencia de A. ferrooxidans a pirita en agua dulce a distintos pH
y concentracién de bacterias de 10® bacterias/mL (Gonzalez, 2023).
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Figura 16: Resultados de cinética de adherencia de A. ferrooridans a pirita en agua de mar a distintos
pH y concentracién de bacterias de 10® bacterias/mL (Gonzalez, 2023).

Se observa que los resultados obtenidos para la cinética de adherencia en agua dulce de la
Figura 15 muestran que a pH 2 y 4 la adherencia es menor que a los demés pH, siendo mayor a
pH 6 y 10. Se observa que los resultados obtenidos para la cinética de adherencia en agua dulce de

la Figura 16 muestran que a pH 2, 4 y 6 la adherencia es menor que a los deméas pH, siendo mayor
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a pH 8. Considerando que estos estudios indican que a mayor tiempo se mejora la adherencia,
podria indicar que la formacién de EPS o de capa microbiana afecta la distancia de adherencia,
lo que reduciria los efectos negativos de las interacciones electrostaticas, ya que esta decae con la

distancia.

2.4.2. Adherencia mediante teoria XDLVO

Vilinska y Hanumantha Rao (2009) estudiaron la adherencia de A. ferroozidans a pirita y
calcopirita usando la teorfa XDLVO descrita anteriormente.

Obtuvieron experimentalmente los parametros necesarios para aplicar el modelo, es decir, el
potencial Zeta de las superficies para la interaccién electrostatica, la constante de Hamaker para
la interaccién de Lifshitz-van der Waals y la energia libre de adherencia al contacto para las
interacciones acido-base. Luego calcularon las interacciones segtin el modelo XDLVO considerando
dos esferas de radio 1 pum a distintas fuerzas iénicas y pH.

En la Figura 17 se observan los potenciales Zeta obtenidos para A. ferroozridans, pirita y

calcopirita (Vilinska y Hanumantha Rao, 2009).
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Figura 17: Resultados de potencial Zeta para pirita, calcopirita y A. ferroozidans (Vilinska y
Hanumantha Rao, 2009).

Se observa que el comportamiento del potencial Zeta de pirita y calcopirita es similar para
todos los pH, difiriendo con los signos de potencial de flujo mostrados en las Figuras 12 y 14, esto
se explica debido a que al contactar las superficies minerales con oxigeno disuelto en solucion, estos
compuestos reaccionan formando hidréxido de hierro, de carga positiva, sobre dichas superficies
(Raichur et al., 2001; Wang et al., 1991). Los estudios presentados en la seccién anterior fueron
realizados en soluciones nitrogenadas, lo que favorece un potencial Zeta negativo al disminuir la

concentracion de oxigeno en soluciones.
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El potencial Zeta de A. ferrooxidans se mantiene negativo en todos los rangos de pH, mostrando
una tendencia a disminuir conforme aumenta el pH, estos valores son acordes a los mostrados en
las Figuras 12 y 14, lo que indica que las reacciones con otros compuestos del solvente solo afectan
a la carga superficiel de los minerales.

En la Tabla 1 se indica la constante de Hamaker usada para calcular la energia de Lifshitz-van
der Waals y la energia libre incial acido-base de los sistemas pirita-A. ferrooxidans y calcopirita-A.
ferrooxidans (Vilinska y Hanumantha Rao, 2009).

Tabla 1. Constantes de Hamaker y energia libre de adhesién dcido-base para sistemas mineral-bacteria.

Sistema Constante de Hamaker | Energia Libre de acido-base
Mineral-Bacteria A [10721 J] AGAE [mJ/m?
Pirita y A. ferrooxidans 4,32 -10,29
Calcopirita y A. ferrooxidans 2,74 -8,1

Estos valores indican que la adherencia mediante los mecanismos de Lifshitz-van der Waals
y acido-base favorecen la adherencia en el sistema pirita y A. ferroozidans lo cual explicaria la
selectividad de la bacteria por dicho mineral. En la Figura 18 se observa la interaccién total

de adherencia de A. ferrooxidans a pirita en soluciones con distintas fuerzas iénicas (Vilinska y
Hanumantha Rao, 2009).
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Figura 18: Interaccién total de adherencia de A. ferrooxidans a pirita bajo distintas fuerzas iénicas
(Vilinska y Hanumantha Rao, 2009).

Los valores obtenidos indican que la adherencia se ve afectada al aumentar la fuerza idnica,
recordando que sélo la interaccion electrostatica es sensible a este parametro, y considerando que
la fuerza iénica estd relacionada a la cantidad de iones disueltos, permite explicar la disminucién

absoluta de potencial Zeta de pirita en agua salada (San Martin et al., 2020).
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En la Figura 19 se observa la interaccion total de adherencia de A. ferrooxidans a pirita en

soluciones a distintos pH (Vilinska y Hanumantha Rao, 2009).

200
100 -
0 T
—~ 0 20 LA 80 100
£ 100 p M
2 £
S 200 - (3
= R Total Interaction pH 10
-300 - L 4 Total Interaction pH 7
*
iy Total Interaction pH 2
-400 e + Total Interaction pH 5
Le
-500
Distance (A)

Figura 19: Interaccién total de adherencia de A. ferrooxidans a pirita bajo distintos pH (Vilinska y
Hanumantha Rao, 2009).

Los valores obtenidos indican que la adherencia es mas favorable a pH 5 y menos favorable a
pH 10, al analizar los potenciales Zeta vistos en la Figura 17 se aprecia que la bacteria presenta
potencial negativo en todos los pH, a pH 5 el potencial de pirita es maximo y a pH 10 el potencial

es minimo, lo que explica los resultados obtenidos.

2.4.3. Adherencia mediante modelo de grano fino

Jiang et al. (2021) estudiaron el mecanismo de transporte de electrones involucrado en la
oxidacion de hierro por parte de A. ferroozridans, como se mencioné anteriormente, el citrocromo
C Cyc2 es la proteina clave en la membrana externa de la bacteria que permite la transferencia de
electrones entre el hierro extracelular y el metabolismo intracelular, donde el sitio de oxidacion de
hierro se localiza en la seccién mds externa de la bacteria (Ingledew et al., 1977).

En la Figura 20 se observa el modelo de grano fino para la proteina citocromo C Cyc2 incrustada

en la membrana celular (Jiang et al., 2021).
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Extracellular (pH 2)

Figura 20: Modelado de la proteina Cyc2 (Jiang et al., 2021).

Estos modelos se basan en la disposicién atémica de los elementos, por eso se definen como de
grano fino.

Los posibles sitios de unién transitoria de Fe?" se identificaron utilizando regiones de potencial
negativo calculadas mediante la ecuacién de Poisson-Boltzmann. En la Figura 21 se muestran los

resultados de potencial electrostatico para la proteina Cyc2 (Jiang et al., 2021).

Figura 21: Resultados de potencial electrostatico en la proteina Cyc 2: A) Vista lateral, B) Vista
superior y C) Vista Inferior (Jiang et al., 2021).

Se observa que la zona de la proteina expuesta al solvente que tiene un potencial de Poisson-

Boltzmann altamente negativo. Esto es consistente al considerar que se buscan zonas que permitan
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la adherencia selectiva para cationes de hierro, por lo tanto, el potencial negativo del poro sugiere
que Cyc2 presenta zonas de unién con Fe?*. Con lo anterior se observa que el modelo de interaccién
electrostatica de la teoria XDLVO no es confiable, ya que al considerar potenciales constantes
y geometrias simples subestima los efectos electrostaticos, los cuales podrian tener zonas con

potenciales muy variables los cuales no se ven representados en dicho modelo.

2.5. Modelo de solvente implicito

Como se ha visto en secciones anteriores, resulta interesante analizar las interacciones de adhe-
rencia en medios de grano fino, con el fin de analizar las interacciones a mayor nivel de detalle al
considerar geometrias realistas y cargas no homogéneas.

Para conseguirlo se pueden aplicar modelos de solventes, estos se utilizan para hacer simula-
ciones y calculos termodinamicos de reacciones y procesos que ocurren en soluciéon, estos modelos
pueden ser explicitos o implicitos.

En el primer caso, cada molécula del disolvente se trata explicitamente, teniendo en cuenta la
posicion y los grados de libertad de cada uno. Por otro lado, los modelos implicitos tratan al solvente
como un medio continuo que rodea el soluto. Los modelos explicitos son capaces reproducir algunos
fendémenos que no son posibles con modelos implicitos, sin embargo, requieren muchos mas recursos
computacionales. Considerando lo anterior, este trabajo usara el modelo de solvente implicito.

La interfaz entre los dominios de soluto y solvente en el modelo de solvente implicito se puede

definir de diferentes maneras:

» Superficie de Van der Waals (SvW), que considera que la regién del soluto abarca todo lo

que se encuentra dentro del radio de Van der Waals de cada atomo.

» Superficie accesible al solvente (SAS), que se forma trazando el centro de una sonda esférica
del tamano de una molécula de agua (1.4 A) a medida que rueda alrededor del soluto definido

por la superficie de Van der Waals.

» Superficie excluida al solvente (SES), que representa la distancia més cercana que una molécu-
la de agua puede acercarse al soluto, esta se forma trazando el borde interno de la misma

sonda esférica utilizada para formar la SAS.

La Figura 22 muestra una representacién de las diferentes superficies (Cooper, 2015).
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Figura 22: Representacién de los tipos de superficie en el modelo de solvente implicito (Cooper, 2015).
El modelo utilizado en este trabajo consider6 la SES como la frontera entre los dominios.

2.5.1. Modelo de Poisson-Boltzmann

Un modelo de solvente implicito bien conocido y ampliamente utilizado en sistemas biomole-
culares es el modelo de Poisson-Boltzmann, donde el soluto es representado por una distribucién
de cargas puntuales y el solvente es representado por un medio continuo.

En el caso del soluto, el potencial electrostatico puede describirse mediante la ecuacion de

Poisson.

Vo=~ (10)

Donde ¢ es el potencial electrostatico, p es la distribucién de densidad de carga y € es la permiti-
vidad del soluto. Como el soluto se representa mediante una distribucion de cargas puntuales, la

distribucién de densidad de carga se puede describir de la siguiente manera:

p=qo(r') = qué(r, %) (11)

donde N es el nimero total de atomos, q; es la carga asociada al a&tomo k, J es la funcién delta de
Dirac, 1 es la posicion a evaluar y 1 es la posicion del atomo k. Reemplazando esto en la ecuacién

(10), obtenemos:

N
V==Y o(r.m) (12)
k

En el caso del solvente, este consiste en agua e iones disueltos que contribuyen al campo eléctrico

y que son libres de moverse. Cuando se aplica un campo eléctrico, la distribucion espacial de los
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iones cambiara, lo que significa que la distribuciéon de densidad de carga dependera del potencial
electrostético (p = p(¢)).

Se han realizado anélisis previos de este tipo de sistema (Hill, 1960), suponiendo que los iones
son esferas y que el solvente no tiene un comportamiento molecular por ser definido de forma
implicita, podemos describir la distribucién de iones utilizando la funcién de distribucién radial.

Sustituyendo la distribucién de densidad de carga en la ecuacién (10), obtenemos:

—9aq; $q;

N N
2 P 1 1 kT kT
=== ici(r) = —— iCoi 13
\VAL® EEk gici(r) GEkQCO(GB"’eB) (13)

€

Donde Nj es el nimero de especies de iones, q; y ¢o; son la carga y la densidad numérica promedio
de la especie ¢ de iones, kg es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta del
solvente. Suponiendo dos iones monovalentes de cargas opuestas e” y e™, la ecuacién (13) queda

definida por:

Ns
2,_ 9 P
vV Qb - EkiBT ;nm% R ¢ (14>

Esto se conoce como la ecuacion de Poisson-Boltzmann linealizada. Aqui, x es el inverso de la

longitud de Debye, que, en funcién de la fuerza iénica I, corresponde a:

,  2e?
KRS =
GkBT

(15)

La Figura 23 muestra una proteina disuelta, con la regién del soluto (£21) y la regién del solvente

(Qy) separadas por la superficie del soluto (T').

QQ.EQ.G)Q. Y

Figura 23: Representacién del modelo de Poisson-Boltzmann (Cooper, 2015).

Los puntos en la region de la proteina representan las cargas puntuales en la ubicacién de los
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atomos. El dominio del soluto tiene una permitividad de €; y el potencial electrostatico se representa
por ¢1. Mientras tanto, la regién del solvente tiene una permitividad de €5, una longitud de Debye
inversa de k y el potencial electrostatico se representa por ¢s.

En la interfaz entre los dos dominios se deben aplicar condiciones de contorno adecuadas.
Sabemos por la teorfa electrostética que tanto el potencial electrostético (¢) como sus derivadas
direccionales deben ser continuos a través del limite, considerando las ecuaciones para el soluto

y el solvente, ademas de agregar estas condiciones de contorno, se obtiene el siguiente sistema de

ecuaciones: 0
v2¢1 = - g 5_15(T7 Tk)7 en Ql)
v2¢2 = K2¢27 en QQ? (16)
O1 = @2, en I,
€ % =€ % en I
1 on *on’ '

El acople de estas ecuaciones (16) es de mucho interés en la comunidad de biofisica y existen
muchos paquetes de software ampliamente utilizados disponibles para realizar calculos. El sistema
de ecuaciones (16), se puede resolver numéricamente utilizando métodos volumétricos, o conside-
rando métodos superficiales, que también se han utilizado con éxito para esta aplicacién, como se
muestra en los trabajos de Yoon y Lenhoff (1990) y también de Juffer y colaboradores (1991).

Este trabajo utilizara una estrategia mixta, considerando métodos volumétricos para la inter-
accion de van der Waals, métodos superficiales para la interaccién electrostatica, la interaccion
acido-base se considerara en la interaccion electrostatica ya que se trabajard como una parametri-

zacion de los potenciales superficiales en funcién del pH.
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3. Metodologia

3.1. Interaccién electrostatica

Para estudiar los efectos de forma y distribucion de cargas de A. ferroozidans mediante la
energia libre de adherencia electrostatica del citocromo C Cyc2 a pirita, se usara el modelo de
solvente implicito de Poisson-Boltzmann visto el sistema de ecuaciones (16), variando la distancia
de separacién, el potencial superficial de pirita y la fuerza iénica del medio, razén por la cual el
modelo anterior requiere una modificacién para considerar la superficie del mineral. La Figura 24
muestra la proteina y pirita inmersas en agua, con la regién de la proteina (€2;) y la region del
solvente (£22), separadas por la superficie del soluto (I'1) y la regién de la pirita (I'2) (Cooper y
Barba, 2016).

Figura 24: Representacion del modelo de Poisson-Boltzmann para el sistema proteina-mineral .

Las ecuaciones que caracterizan este modelo corresponden a:

( Vi = — ; g—?é(r, L), en €,
Vihy = Ko, en €y,
b1 = b2, en I'y, (17)
€ % =c % en [
1 an 2 anv 1
L Po=¢y 0 — 52% =0y, en .
n

Para resolver este sistema de ecuaciones (17) se usard el método de elementos de borde, con-
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virtiendo las ecuaciones de volumen (en las regiones (2) a ecuaciones superficiales (en las regiones
I') mediante la ley de Gauss, para luego parametrizarlas como una suma de tridngulos, el calculo
algebraico es extenso y se ha desarrollado en otras fuentes, por lo que el sistema de ecuaciones

mediante este método queda definido por (Cooper y Barba, 2016):

1 I I
3+ Ky, —Vip 0 ¢1(rry) €1 Zk 47r\rr1—rk\
1 T r 0 _ r
5 — KYFi & VYpl VYF; %qbl (TF1) - KYFégbO
r r r o] r
—KYF? i;v Ff VYFE %9252(7“1“2) (KYF; B %) %o

VL/YE; = /F GL/y(TFi,T‘%j)dF/
N 18
Ky = 0 G L)dr o
L/Yr, = . n L/Y(TFivTFj)

1

G =——
L Ar|r — 1|

exp(—rlr —'])

Gy =

Arc|r — o]

Sin embargo, al resolver este sistema de ecuaciones obtendremos los potenciales electrostéaticos
para el soluto y solvente, que nos sirven para conocer los efectos de la distribucion de carga pero
no para obtener la energia libre de adherencia acorde a la ecuacién (1). Cooper y Barba (2016)

definieron la siguiente ecuacion para calcular la energia libre electrostatica:

AGEL Z Qk¢rcact rk (19)

Donde se debe calcular el potencial de reacciéon para cada atomo interior de la proteina, este

potencial se define por la siguiente ecuacion:

r r 0
(breact,rk = _KLI‘kl (bl (Tfl) + VLl"kl a—n¢1(rrl) (2())

Todo este desarrollo esta contemplado en el codigo de PygBe.

3.2. Interaccion de van der Waals

Para estudiar los efectos de forma de A. ferrooridans mediante la energia libre de adherencia

de van der Waals del citocromo C Cyc2 a pirita, se desarrollara la ecuacién (4) parametrizando
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los volumenes como una suma de tetraedros.
AGHY = A AQ AQ L 21
=5 ) ALY A0 (21)
Qs 0

Considerando que AQ; y AQs son tetraedros contenidos en los volumenes §2; y 25 respectiva-

mente tal como se indica en la Figura 25.

Figura 25: Representacion del modelo discretizado de van der Waals.
Si definimos los vertices de un tetraedro contenido en €; como (uq,us,us, uy) y los de uno

contenido en €y como (v, va,v3,v4), podemos calcular el volumen AQ; y AQy de la siguiente

manera:

Ay = (ug —uy) - ((us — ur) X (ug —up))

(22)
AQy = (v2 —v1) - ((v3 — v1) X (v4 — v1))
Y la distancia r entre ellos se puede definir como:
U1 + U + U3 + Ug U1 + vy + U3+ vy
Pyttt ittt )

Lo que falta por definir es la constante de Hamaker A, la cual esta tabulada para el sistema A.
ferroozidans, pirita y agua (Vilinska y Hanumantha, 2009), al ser la interaccion de van der Waals
siempre positiva, se puede tomar el mismo valor de A para el Citocromo C Cyc2. La Tabla 2 indica

el valor de la constante de Hamaker a utilizar.
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Tabla 2. Constante de Hamaker para el sistema mineral-proteina.

Sistema Constante de Hamaker
Mineral-Proteina A [10721 J]
Pirita y Citocromo C Cyc2 4,32

3.3. Interaccion acido-base

Para estudiar los efectos de distribucion de cargas generadas por el solvente de A. ferrooxidans
mediante la energfa libre electrostatica del citocromo C Cyc2 a pirita, se usard la ecuacién (9) que
trata las reacciones que ocurren entre las superficies y el solvente.

En los estudios analizados se ha observado que la pirita tiene variaciones de potencial depen-
diendo del nivel de oxigeno en el medio, observandose un potencial negativo para todo pH en
ausencia de este elemento. Por otro lado el potencial de A. ferrooridans se mantiene negativo a
todo pH, lo que indica poca reactividad con el medio.

La Figura 26 indica la reactividad de la pirita al comparar los potenciales Zeta en una solucion
aireada y otra solucion tratada con argén, condicién considerada como la menos reactiva (Forna-
siero et al., 1992), tambien considerar que el efecto de los colectores xantato reduce la oxidacién
de pirita (Valdivieso et al., 2005).

20 1

—e&— Fornasiero et al.

—&— Vilinska y Hanumantha
—20 4

Potencial Zeta [mV]

pH

Figura 26: Efectos de la reactividad de pirita sobre su potencial Zeta.

Para este trabajo variara el potencial superficial de la pirita en funcion del pH segin el estudio

de Vilinska y Hanumantha (2009). Se considerara a la pirita como un medio semi-infinito y de
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potencial uniforme debido a la capacidad de A. ferroooxidans de ubicar sitios oxidados tal como
se observa en la Figura 7 (Jerez, 2009). Para estudiar los efectos de la reactividad, se invertira el
potencial en los pH extremos, para considerar medios poco reaccionantes a pH bajo y medios muy
reaccionantes a pH alto, el potencial superficial de la proteina serd calculado en base al modelo
PropKa, el cual modifica las cargas de una superficie al considerar la hidrataciéon generada por
la ecuacién (9). La estimacion del potencial superficial a partir del potencial Zeta se hard con la
siguiente ecuacion (Alexov, 2004), la cual considera que el potencial Zeta es el potencial superficial

a una distancia de 1/x:

6= (e = (e (24)

3.4. Modelos de proteinas: ModelArchive

ModelArchive es una base de datos dedicada al almacenamiento y distribuciéon de modelos es-
tructurales de proteinas y otras moléculas organicas generados mediante métodos computacionales
avanzados. Fundada con el propdsito de proporcionar acceso abierto y estandarizado a estos mo-
delos, permite a la comunidad cientifica compartir y reutilizar informacion estructural de manera
eficiente.

A diferencia de otras bases de datos, como el Protein Data Bank (PDB), que se enfoca en
estructuras experimentales obtenidas mediante técnicas como la cristalografia de rayos X y la
resonancia magnética nuclear, modelArchive se especializa en modelos predictivos, generados me-
diante herramientas como modelado por homologia, dindmica molecular y aprendizaje automatico.
Estos modelos son especialmente ttiles cuando no es posible obtener datos experimentales.

La informacién almacenada en modelArchive incluye detalles sobre las interacciones internas
de los modelos, como la disposicién de los aminoacidos y sus posibles interacciones, en la Figura
se muestra la proteina citocromo C Cyc2 en el formato de archivos de ModelArchive (Jiang et al.,
2021), este citocromo C Cyc2 es una gran proteina, ya que estd conformada por alrededor de 6700

4tomos.
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Figura 27: Visualizacién de archivo de citocromo C Cyc2 almacenado en ModelArchive.

Sin embargo, como sucede con otras plataformas, puede ser necesario recurrir a métodos adicio-
nales o herramientas especificas para extraer datos personalizados o en formatos adecuados para

estudios particulares, dependiendo de los requisitos del investigador o del enfoque del analisis.

3.5. Modelado de campos de fuerza de proteinas: PDB2PQR

Para utilizar el método en estudio, es fundamental conocer la carga y el radio atémico de cada
uno de los atomos que constituyen la proteina citocromo C Cyc2. Esto requiere analizar cada atomo
en su contexto especifico y aplicar criterios que permitan determinar su estado de ionizacion y su
influencia en el entorno.

Los métodos disponibles para calcular estos parametros en cada atomo se denominan campos
de fuerza, estos son una combinacion de modelos tedricos y datos experimentales derivados de
diversos estudios. Existe una amplia variedad de campos de fuerza, cuya eleccién depende del tipo
de molécula y del contexto en que se encuentra. Para este trabajo, se utiliza un campo de fuerza
conocido como AMBER (Salomon-Ferrer et al., 2013), que constituye una familia de pardmetros
disenados para determinar las propiedades necesarias de cada atomo.

El célculo tanto de las cargas como de los radios atémicos es realizado por un programa llamado
PDB2PQR. Este software, como indica su nombre, toma como entrada un archivo en formato PDB
y genera un archivo con extension .pqr, que contiene las posiciones, cargas y radios de cada atomo,
calculados seguin el campo de fuerza seleccionado, ademas tiene la opcion de modificar las proteinas
mediante el cédigo PropKa (Sondergaard et al, 2011; Olson et al.,2011), que calcula el estado de
hidratacién de una proteina segun el pH, la Figura 28 muestra la proteina citocromo C Cyc2 en el
formato de archivos de PQR.
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Figura 28: Visualizacién de archivo PQR de citocromo C Cyc2.

3.6. Diseno de mallas: NanoShaper y PyGamer

Como se menciono previamente, la superficie de exclusion corresponde a la distancia minima a
la que una molécula de agua o iones de sal pueden acercarse a la molécula en estudio. Para generar
dicha superficie, se emplean programas especializados NanoShaper (Decherchi y Rocchia, 2013).

Este programa utiliza un archivo en formato PQR. El método consiste en rodar una sonda
con un cierto radio alrededor de la molécula, determinando asi la distancia minima de interaccion.
A través de este procedimiento, generan una malla de tridngulos que describe con precisién la
superficie excluida al solvente (SES) de la proteina.

Este programa permite controlar diversos pardametros relevantes para el calculo. Uno de estos
parametros es el radio de exclusion, que generalmente corresponde al radio aproximado de una
molécula de agua (1,4 A) Otro pardmetro crucial es la densidad de malla, que se ajusta para
refinar y obtener resultados mas detallados sobre la distribucién de carga en la superficie. La

Figura 29 muestra el mallado triangular conseguido con NanoShaper.
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Figura 29: Visualizacién de mallado generado por NanoShaper.

En la Figura 30 se muestra el sistema a modelar.

Figura 30: Modelado de superficie de proteina a 2 A de distancia de la superficie de pirita.

Para el mallado de la proteina se usaron 12 elementos por A% Con respecto al mallado de
pirita, se consideré como un medio semi-infinito rectangular de dimensiéon aproximada de cinco

veces la longitud de la proteina, para su mallado se usaron 0,9 elementos por A2,
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En complemento a NanoShaper su usa Pygamer, que permite modelar el volumen de la proteina
a través del modelado superficial entregado por NanoShaper, creando tetraedros al interior de la

malla superficial.

3.7. Solucion ecuacion de Poisson-Boltzmann: PyGBe

En los estudios realizados en este trabajo, para calcular la energia libre electrostatica y acido-
base de una proteina con una superficie de pirita, se utiliza un cédigo el cual implementa una
formulacién integral de las ecuaciones en cuestion, mediante el método de elementos de frontera
BEM. Es asi que el c6digo utilizado es PyGBe (Python GPU Boundary Elements) (Cooper,2015).
Este es un cdigo python libre que se encuentra disponible bajo una licencia MIT, y se encuentra
escrito en mayor medida en C++ y CUDA, soportando unidades de procesamiento grafico GPU,
y ademas, los calculos para lo cual fue disenado son acelerados por medio del algoritmo TreeCode
(Barnes y Hut, 1986). Para obtener la energia libre por medio de este cédigo, se requiere una serie
de archivos de inicializacion los cuales contienen ciertos datos que utiliza para procesar e iniciar

los calculos pertinentes.

3.7.1. Estructura de la informacion en el archivo de configuracién

Dentro de la informacion de este archivo se encuentra la direccién de los archivos de mallas,
de archivo de carga o potencial de una superficie con parametro prescrito, y del archivo pqr.
Asi tambien contempla la designacion de las superficies que envuelven cada region, los valores de
constantes dieléctricas y fuerza iénica del medio, la designacién del tipo de ecuacion que gobierna
en la regién correspondiente (definiendo Y para la ecuacién de Poisson-Bolztmann o L en caso de
ser Laplace o Poisson). La Figura 31 muestra el tipo de configuracién usada para este estudio:

/home/bryanrojas/pygbe/TESIS/citocromo/pH2. 5/geometry/citocromo2s dielectric_interface

/home/bryanrojas/pygbe/TESIS/pirita/-2/p 300x300x60_dez2 dirichlet_surface
/home/bryanrojas/pygbe/TESIS/citocromo/pH2.5/pir 0x300x60_de2.phie

LorY pot? Dielec kappa charges? coulomb? charge file Nparent parent Nchild children
2 2] 80 9.125 2] 2] NA %] NA 2 01
a le-12 1 1 /home/bryanrojas/pygbe/TESIS/citocromo/pH2.5/citocromo2s. pgr 1 0

1@ NA 5] 5] NA 1 1 (]

Figura 31: Archivo de configuraciéon de PyGBe.

En la Tabla 3 se indican los valores a usar para este estudio: Se uso la permitividad del agua
de 80, para la proteina se uso una permitividad de 4; la distancia de separacion se vario de 2 a 10
A en saltos de 1 A, lo que implica desarrollar 9 mallados para el sistema proteina-pirita; el & se
varié de 0,125 a 1,125 1/ A en aumentos de 0,1 1 / A, modelando la fuerza iénica del medio desde

una solucién como agua dulce hasta una solucién PLS de lixiviacion; el pH se varié de 1,5 a 12,5
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Tabla 3. Propiedades y pardametros utilizados en el estudio.

Propiedad Valor Unidad
Permitividad del Solvente 80 -
Permitividad de la Proteina 4 -
Permitividad de la Pirita 10 -
Distancia de separacion 2-10 A
K 0,125-1,125 | 1/A
pH 1,5-12,5 -

en aumentos de 1, se considerd los pH bajos propios de lixiviacién de cobre hasta pH altos propios

de flotacion, lo que genera una matriz de aproximadamente 1200 simulaciones.
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4. Resultados y discusion

4.1. Carga y potencial del citocromo C Cyc2 a distintos pH

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos mediante Propka para conocer la variacién de

carga en la proteina segiin el pH del medio:

Tabla 4. Cantidad de d4tomos y carga en funcién del pH.

pH | Atomos | Carga (e)
1,5 6748 25
2,5 6746 25
3,5 6742 19
4,5 6731 8
9,5 6723 0
6,5 6716 -7
7,9 6712 -11
8,9 6712 -11
9,5 6712 -11
10,5 | 6708 -15
11,5 | 6706 -17
12,5 6706 -17

Se observa que la carga se hace mas negativa y que la cantidad atomos disminuye conforme
aumenta el pH, esto se explica ya que la proteina oxida Fe**, por lo cual reaccionaria con iones de
carga positiva como el i6n HT, aumentando la cantidad de d4tomos en su superficie, caso contrario a
pH alto, donde la proteina pierde atomos. Para tener claridad sobre los efectos sobre el potencial de
la proteina generado por la distribucién de cargas, podemos usar el software PyGBe para calcular
los potenciales electroestéticos de la proteina aislada y considerando un x = 0 1/ A para simular
agua desionizada. En la Figura 32 y en la Figura 33 se observan las vistas frontales y laterales de los

potenciales superficiales de la proteina aislada para el rango de pH acido y béasico respectivamente.
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Figura 32: Vista frontal (izquierda) y vista lateral (derecha) de la distribucién de potencial electrostético
generado por el estado de protonacion de la proteina aislada a pH &cido.

005
0
-0.05
y |

— -1.0e-01

Figura 33: Vista frontal (izquierda) y vista lateral (derecha) de la distribucién de potencial electrostético
generado por el estado de protonacion de la proteina aislada a pH baésico.

Estos resultados que decaen con el aumento de pH son similares a lo visto en los estudios de

San Martin y Aguilar (2019), asi como también en el estudio de Vilinska y Hanumantha (2009),

sin embargo, los estudios mencionados presentaban potencial negativo para todo rango de pH,
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a excepcién de los estudios en agua salada de San Martin y Aguilar (2019) que presentaban un
potencial positivo por debajo de pH 4, resultado que también se aprecia en la Tabla 4. Estas
diferencias se podrian explicar por el efecto global de la bacteria, ya que, ademas de los sitios de
adhesion del citocromo C Cyc2, podria haber interacciéon con otros iones en la membrana externa

o en los EPS de la bacteria.

4.2. Energia libre de adherencia a baja fuerza iénica (x = 0,125 1/4)

Los célculos de energia libre se separaron en funcion de su rango de pH para mejorar la visua-
lizacién: pH acido y pH basico.
En la Figura 34 y Figura 35 se muestra la energia libre de adherencia en funcién de la distancia

para pH écido y basico respectivamente.

4 4
34
2 .
s
£ \\N
S 11
; m\{
5
I e e e e e e e —— .
K. * —— \ 4
2
2 11
w
_2 .
-3
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Distancia [A]

—@— AGe apH 1.5y ¢o=46.2[mV] @ AGeapH5.5y ¢o=705 [mV]
=@~ AGrapH 25y ¢a=379[mV] =@~ AGs apHB.5y ¢o=39.4 [mV]
MG apH 3.5y ¢o=463 [mV] —@— AGuw
AGr apH 4.5y $o = 66.3 [mV]

Figura 34: Energfa vs distancia a pH 4cido y baja fuerza iénica (x = 0,125 1/A).

92



12.5 1

10.0 4

7.5 1

5.0 1

2.5

Energia Libre [J/mol]

0.0 1= = = ———— —— —————————— — — —— — —— ——

; ——g==—=

-2.5 1

Distancia [A]
—8 AGe apH 7.5y go=76[mV] ~® AGe apH 115y o= —717 [mV]
8- G apHB5ygo= -590[mV]  —@- AGe apH12.5y o= —BL5 [mV]

AGe apH 9.5y po= —63.0 [mV] =@ AGuw
AGe apH 105y ¢o= —66.3 [mV]

Figura 35: Energfa vs distancia a pH bésico y baja fuerza iénica (k = 0,125 1/A).

En la Figura 36 se muestra la energia libre total de adherencia en funcion de la distancia para
todo pH.
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Figura 36: Energia total vs distancia a baja fuerza iénica (x = 0,125 1/A).

A pH 4cido la proteina posee potencial principalmente positivo (Figura 32) y la pirita posee
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potencial positivo (Figura 26), por lo que a este rango de pH parece dominar la electrostatica global.
Las energias libres electrostaticas son positivas, lo que indica que la adherencia es desfavorable e
incluso puede no darse; por lo tanto, la interaccién gobernante cuando la pirita esta oxidada a pH
acido y baja fuerza iénica en el medio es la interaccion de van der Waals.

A pH neutro (6,5 y 7,5) la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 32 y Figura
33) y la pirita posee potencial positivo (Figura 26), por lo que a este rango de pH parece dominar la
electrostatica global, ya que la energia libre de adherencia es menor a pH 7,5, condicién en la cual
la pirita tiene muy baja carga. Las energias libres electrostaticas son negativas, lo que indica que
la adherencia es favorable y la interaccién gobernante cuando la pirita esta oxidada a pH neutro y
baja fuerza iénica en el medio es la interaccion electrostatica.

A pH baésico la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 33) y la pirita posee
potencial negativo (Figura 26), por lo que a este rango de pH domina la electrostatica global.
Las energias libres electrostaticas son muy positivas, lo que indica que la adherencia no es posible
cuando la pirita esta reducida a pH bésico y baja fuerza iénica en el medio.

Los resultados a pH acido y neutro en baja salinidad concuerdan con los resultados de Gonzalez
(2023), donde a pH neutro se dio una alta adherencia de A. ferrooridans a pirita y a pH écido se
obtuvo una baja adherencia.

El efecto de la distancia en la reduccién de la energia libre electrostatica indica que se puede
mejorar la adherencia en presencia de EPS, ya que las bacterias se adheririfan mas lejos de la
superficie de pirita; incluso se podria mejorar a pH alto ya que los EPS ayudan en la oxidacion de

pirita.

4.3. Energia libre de adherencia a alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A)

Los célculos de energia libre se separaron en funcion de su rango de pH para mejorar la visua-
lizacién: pH acido y pH basico.
En la Figura 37 y Figura 38 se muestra la energia libre de adherencia en funcién de la distancia

para pH &cido y basico respectivamente.
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Figura 37: Energia vs distancia a pH écido y alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A).
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Figura 38: Energia vs distancia a pH bésico y alta fuerza iénica (k= 1,125 1/A).

En la Figura 39 se muestra la energia libre total de adherencia en funcién de la distancia para

todo pH.
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Figura 39: Energfa total vs distancia a alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A).

A pH Aacido la proteina posee potencial principalmente positivo (Figura 32) y la pirita posee
potencial positivo (Figura 26), por lo que a este rango de pH parece dominar la electrostatica global.
Las energias libres electrostaticas son positivas, lo que indica que la adherencia es desfavorable; por
lo tanto, la interacciéon gobernante cuando la pirita estd oxidada a pH &cido y alta fuerza idnica
en el medio es la interaccion de van der Waals.

A pH neutro (6,5 y 7,5) la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 32 y Figura
33) y la pirita posee potencial positivo (Figura 26), sin embargo, la interaccién electrostatica es
minima, por lo tanto, la interaccién gobernante cuando la pirita esta oxidada a pH neutro y baja
fuerza ionica en el medio es la interaccion de van der Waals.

A pH baésico la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 33) y la pirita posee
potencial negativo (Figura 26), por lo que a este rango de pH domina la electrostética global.
Las energias libres electrostaticas negativas, lo que indica que la interacciéon gobernante cuando
la pirita estd reducida a pH bésico y baja fuerza ionica en el medio es la interaccion de van der
Waals.

Los resultados a alta salinidad concuerdan con los resultados de Gonzélez (2023), donde a pH
neutro se dio una alta adherencia de A. ferrooxidans a pirita y a pH acido y bésico se obtuvo una
baja adherencia.

El efecto de la alta fuerza idnica en el medio disminuye la interaccién electrostatica, lo que

favorece la adherencia ya que las fuerzas de van der Waals siempre son positivas y solo dependen

de la distancia.
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4.4. Energia libre de adherencia a baja fuerza iénica (x = 0,125 1/A) e

inversion de potencial de pirita

Los célculos de energia libre se separaron en funcion de su rango de pH para mejorar la visua-
lizacién: pH acido y pH basico.
En la Figura 40 y Figura 41 se muestra la energia libre de adherencia en funcién de la distancia

para pH acido y basico respectivamente.

Energia Libre [J/mol]

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Distancia [A]

—@ AGnapHl5ygo= —462[mV] —@ AGroapH 6.5y do= —39.4 [mV]
AGe apH 5.5y go= —70.5 [mV] =@~ AGuw

Figura 40: Energfa vs distancia a pH &cido, baja fuerza iénica (k = 0,125 1/ /Ol) e inversion de potencial
de pirita.

57



Energia Libre [J/mol]
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w

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Distancia [A]

8 AGn apH7.5ygo= —7.6[mV] =@ AGm apH12.5Y ¢o=2815[mV]
AGe apH B.5y ¢o=59.0 [mV] —— AGuw

Figura 41: Energia vs distancia a pH bésico, baja fuerza iénica (x = 0,125 1/A) e inversién de potencial

de pirita.

En la Figura 42 se muestra la energia libre total de adherencia en funcion de la distancia para
todo pH.

Energia Libre [J/mol]
Soob
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@ AGroraapH55ygo= —705 [mV] —® AGrora a pH B.5y o =159.0 [mV]
AGroras apHE.5Y o= —39.4 [MV]  —@= AGroms @ pH12.5Y go= 815 [mV]

Figura 42: Energfa total vs distancia a baja fuerza iénica (k = 0,125 1/A) e inversién de potencial de
pirita.

A pH éacido la proteina posee potencial principalmente positivo (Figura 32) y la pirita posee po-
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tencial negativo (Figura 26), por lo que a este rango de pH no queda claro el mecanismo gobernante
de adherencia cuando la pirita esta reducida a pH acido y baja fuerza iénica en el medio.

A pH neutro (6,5 y 7,5) la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 32 y Figura
33) y la pirita posee potencial negativo (Figura 26), por lo que a este rango de pH parece dominar
la electrostatica local, ya que la energia libre varia mucho, siendo que no existe una gran diferencia
en los potenciales. Las energias libres electrostaticas son positivas, lo que indica que la adherencia
es desfavorable y la interaccion gobernante cuando la pirita estda reducida a pH neutro y baja
fuerza ionica en el medio es la interaccion de van der Waals.

A pH baésico la proteina posee potencial principalmente negativo (Figura 33) y la pirita posee
potencial positivo (Figura 26), por lo que a este rango de pH domina la electrostética global.
Las energias libres electrostaticas son muy positivas, lo que indica que el mecanismo gobernante
de adherencia cuando la pirita esta oxidada a pH béasico y baja fuerza iénica en el medio es la
interaccién electrostatica.

Resalta la mejora en la adherencia al oxidar la pirita en pH bésico, podria analizarse el efecto de
la adherencia en soluciones basicas si previamente se sobreoxida la pirita, con aireacién enriquecida

o incluso con el uso de reactivos como peréxido de hidrogeno.

4.5. Energia libre de adherencia a alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A) e

inversion de potencial de pirita
Los célculos de energia libre se separaron en funcion de su rango de pH para mejorar la visua-
lizacién: pH acido y pH basico.
En la Figura 43 y Figura 44 se muestra la energia libre de adherencia en funcion de la distancia

para pH &acido y bésico respectivamente.
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Figura 43: Energfa vs distancia a pH &cido, alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A) e inversién de potencial

de pirita.
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Figura 44: Energfa total vs distancia a alta fuerza iénica (x = 1,125 1/A) e inversién de potencial de
pirita.

En la Figura 45 se muestra la energia libre total de adherencia en funciéon de la distancia para
todo pH.
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Figura 45: Energfa vs distancia a pH bésico, alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A) e inversién de potencial
de pirita.

En todos los rango de pH, la energia libre electrostatica tiene un valor minimo, por lo cual la
interaccién dominante es la interacién de van der Waals.
A pesar de que la interaccion electrostatica no es un factor clave para estas condiciones, si se

presentan mejoras al reducir la pirita en pH acido y oxidarla en pH basico.

4.6. Electrostatica local

Se presenta la visualizacién de potencial electrostatico del citocromo C Cyc2 en diferentes

condiciones.
La Figura 46 muestra el potencial para el mejor caso a baja fuerza iénica, el que se consigue a

pH 6,5 con potencial de pirita positivo y potencial de la proteina principalmente negativa.
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Figura 46: Vista frontal (izquierda) y lateral (derecha) del mejor caso de potencial electrostatico del
Citocromo C Cyc2 a baja fuerza iénica (k = 0,125 1/A).

La Figura 47 muestra el potencial para el peor caso a baja fuerza idnica, el que se consigue a

pH 12,5 con potencial de pirita negativo y potencial de la proteina principalmente negativa.

pH 12.5, ¢y = —81.5 [mV]
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Figura 47: Vista frontal (izquierda) y lateral (derecha) del peor caso de potencial electrostatico de
Citocromo C Cyc2 a baja fuerza iénica (k = 0,125 1/A).

La Figura 48 muestra el potencial para el mejor caso a alta fuerza idnica, el que se consigue a

pH 7.5 con potencial de pirita positivo y potencial de la proteina principalmente negativa.

pH 6.5, ¢y = 39.4 [mV]

Figura 48: Vista frontal (izquierda) y lateral (derecha) del mejor caso de potencial electrostético de
Citocromo C Cyc2 a alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A).
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La Figura 49 muestra el potencial para el peor caso a alta fuerza idnica, el que se consigue a

pH 5.5 con potencial de pirita positivo y potencial de la proteina neutral.

pH 5.5, ¢y = 70.5 [mV]
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Figura 49: Vista frontal (izquierda) y lateral (derecha) del peor caso de potencial electrostatico de
Citocromo C Cyc2 a alta fuerza iénica (k = 1,125 1/A).

A baja salinidad se aprecian los efectos de la distribucién de potencial generada por el sistema
completo, a pH 12,5 se obtuvo la mayor energia libre, sin embargo, se observa que hubo cambios
de potencial a lo largo de la proteina (Figura 47), recordando que en agua desionizada la proteina
presenta un potencial muy negativo (Figura 33); a pH 6,5 se observan zonas de potencial positivo
en la zona de adherencia (Figura 46), recordando que a este pH en agua desionizada la proteina
tenia un potencial muy negativo en la zona de adherencia (Figura 32), lo que indicarfa que a baja
salinidad, los efectos locales son dominantes para la adherencia. A alta salinidad se reducen los
efectos del potencial electrostatico, sin embargo, a pH 5,5 se observa una pequena superficie de
potencial més positivo en la zona de adherencia (Figura 49) lo que indicaria que los efectos locales

también son importantes a este nivel de salinidad.
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5. Conclusiones

Las conclusiones de esta investigacion son las siguientes:

El modelado de las energias libres mediante la caracterizacion de grano fino de la proteina
externa citocromo Cyc2 resulta viable para estudiar la adherencia del sistema Acidithiobacillus
ferrooxidans-pirita, el modelo de Poisson-Boltzmann parece ser un modelo capaz de reproducir
observaciones experimentales, a pesar de sus limitaciones en sistemas tan complejos como el proce-
samiento de minerales, resaltando sus resultados a baja salinidad y pH neutro, sin embargo, existe
incongruencia a pH basico el cual experimentalmente ha dado mayores adherencias a las vistas en
esta investigacion.

La variacion del pH juega un rol importante en las interacciones electrostaticas, notandose una
tendencia de las energias totales con respecto al estado de protonaciéon de la proteina en salinidad
baja y con respecto al potencial superficial de pirita en salinidad alta.

La distancia puede afectar de forma positiva a la adherencia, ya que las interacciones elec-
trostaticas decaen con la distancia y pueden ser repulsivas o adhesivas, en cambio, la interaccion
de van der Waals siempre es adhesiva a pesar de disminuir con la distancia.

La salinidad esta directamente relacionada con las interacciones electrostaticas, ya que su au-
mento disminuye el rango de efecto electrostatico, observandose adherencia en todos los pH a alta
salinidad debido a que las interacciones de van der Waals no se ven afectadas, ademas, una gran
cantidad de iones disueltos aumenta la probabilidad de reacciéon del mineral con el medio.

El grado de oxidacion de la pirita en medios dcidos o basicos puede cambiar completamente el
comportamiento de la adherencia del sistema estudiado, observandose que al invertir los potenciales
de pirita mejora la adherencia en general, destacando la mejora en ambientes extremos.

Los mejores resultados de adherencia se dieron a pH neutro-basico y mineral oxidado, lo que
favoreceria la flotacién con agua de mar si primero se oxida el mineral; se favorece la adherencia a
pH acido y mineral reducido por lo que las bacterias podrian usarse en lixiviacién, controlando la

concentracién de Fe?* para no sobreoxidar los minerales sulfurados ni pasivarlos.
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6. 'Trabajo futuro

El trabajo a futuro relacionado a este trabajo comprende los siguientes puntos:

Caracterizacion explicita de iones en solucién.

Caracterizacién fisicoquimica de la superficie de pirita.

Caracterizacion de reacciones quimicas en la superficie de pirita.

Caracterizacion de superficie extracelular de Acidithiobacillus ferroozidans.

Caracterizaciéon de EPS en distintas condiciones.

Modelado dinamico de adherencia.
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8. Anexos
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Figura 50: Energias libres de adherencia (izquierda) y energfa libre total de adherencia (derecha) para
todo pH a k = 0,125 1/A.
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Figura 51: Energfas libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para
todo pH a k = 0,225 1/A.
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Figura 52: Energias libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a k = 0,325 1/A.
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Figura 53: Energfas libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a k = 0,425 1/A.
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Figura 54: Energfas libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para
todo pH a x = 0,525 1/A.
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Figura 55: Energias libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para
todo pH a k = 0,625 1/A.

73



AGg a pH 1.5
AGe a pH 2.5
AGe a pH 3.5
AGg a pH 45
AGe a pH 5.5
AGg a pH 6.5

ted

. | E“irg"a Libre [J/mol]
W K
tt4¢

AGe a pH 7.5

AGg a pH 8.5
AGe a pH 9.5
AGg a pH 10.5
AGg @ pH 11.5

AGg a pH 12.5 /

AGLw

Distancia [A]

6 7
Distancia [A]

tetd

tet

AGrgraL a pH 1.5
AGrgrar a pH 2.5
AGrgrar a pH 3.5
AGrorar @ pH 4.5
AGrorar a pH 5.5
AGrorar @ pH 6.5
AGrgrara pH 7.5
AGrgrar a pH 8.5
AGrorar @ pH 9.5
AGroraL a pH 10.5
AGrorar a pH 11.5
AGroraL a pH 12.5

Figura 56: Energias libres de adherencia (izquierda) y energfa libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a k = 0,725 1/A.
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Figura 57: Energfas libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a k = 0,825 1/A.
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Figura 58: Energias libres de adherencia (izquierda) y energfa libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a k = 0,925 1/A.
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Figura 59: Energias libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para

todo pH a x = 1,025 1/A.
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Figura 60: Energias libres de adherencia (izquierda) y energia libre total de adherencia (derecha) para

todopH a k =1,125 1/A.
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