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RESUMEN

La adherencia bacteriana sobre la superficie del mineral es uno de los aspectos mas
importantes en los procesos de biooxidacion de sulfuros. Motivo por el cual en el presente
trabajo se realizo la formacion de un consorcio microbiano determinando su adherencia sobre
un mineral. Los microorganismos utilizados en la investigacion fueron: Leptospirillum
ferrooxidans DSM2705" y Acidothiobacillus thiooxidans DSM14887" los cuales crecieron a
30°C y pH 1.8, fueron previamente adaptados a diferentes concentraciones de galactosa y
hierro, se procedio a realizar la adherencia celular a diferentes intervalos de tiempo (1, 10, 30,
60, 120, 180, 240 min). Se determind proteina y nimero de células adheridas.

Para la formacién del consorcio microbiano se procedi6é a variar las proporciones de cada
especie microbiana en las siguientes relaciones 30/70; 40/60; 50/50; 60/40; 70/30% v/v de
Leptospirillum ferrooxidans y Acidothiobacillus thiooxidans.

La mayor adherencia del cultivo A. thiooxidans se dio utilizando 0.15% de galactosa, para el
cultivo de L. ferrooxidans se dio a 27g/L de concentracion de hierro, mientras que para el
consorcio se dio en 60 % L. ferrooxidans y 40% A. thiooxidans v/v con 83% adherencia.

Palabras claves: Adherencia, microorganismos acidoéfilos, consorcio microbiano.



ABSTRACT

The bacterial adhesion on the surface of the mineral is one of the most important aspects in
the processes of biooxidation of sulfides. Reason for which in the present work the formation
of a microbial consortium was made determining its adherence to a mineral. The
microorganisms used in the investigation were: Leptospirillum ferrooxidans DSM2705T and
Acidothiobacillus thiooxidans DSM14887T which grew at 30 ° C and pH 1.8, were previously
adapted to different concentrations of galactose and iron, proceeded to perform cell adhesion
at different time intervals (1, 10, 30, 60, 120, 180, 240 min). Protein and number of adhered

cells were determined.

For the formation of the microbial consortium the proportions of each microbial species were
varied in the following relationships 30/70; 40/60; 50/50; 60/40; 70/30% v / v of Leptospirillum

ferrooxidans and Acidothiobacillus thiooxidans.

The highest adherence of the culture A. thiooxidans was given using 0.15% of galactose, for
the culture of L. ferrooxidans was given at 279 / L of iron concentration, while for the consortium
was given in 60% L. ferrooxidans and 40% A. thiooxidans v / v with 83% adherence.

Key words: Attachment, acidophilic microorganisms, microbial consortium.



INTRODUCCION

Actualmente a nivel nacional no se realizan pre-tratamientos de minas refractarias de oro, ni
se ha llevado a cabo un proceso de biooxidacién de minerales de manera comercial, pese de
considerarse como una alternativa de remediacion ambiental (Mufioz, 2003; Ospina et al.,
2012). Por otra parte, la adhesion celular bacteriana sobre la superficie del mineral es
considerada como uno de los aspectos mas importantes en los procesos de biooxidacién de

minerales sulfurados (Natarajan, 2013).

La Biooxidacion se puede definir como la disolucién del mineral debido a la accion de los
microorganismos ya sea mecanismo via polisulfuro o tiosulfato. En el proceso se involucran
bacterias que poseen diferentes caracteristicas fisioldgicas son, quimiolitotréfos, aciddéfilos y
mesdofilos, capaces de crecer a medias y altas temperaturas y bajas concentracién de pH, su
fuente de energia es la oxidacién de hierro y compuestos reductores de azufre (Donati, 2006;
Ospina et al., 2012; Mejia, 2010). Generalmente estas bacterias se encuentran aisladas de
sitios donde ocurre la oxidacion mineral natural tales como: minas, aguas termales
enriquecidas con azufre. (Rosales et. al., 2001; Rodriguez et al, 2003; L6pez, 2007). Los
microorganismos participantes en procesos de biooxidacion de minerales son principalmente:

Acidothiobacillus ferrooxidans, Acidothiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans.

Por tal motivo el objetivo del presente proyecto tiene como finalidad establecer el efecto de la
composicion de un consorcio microbiano formado por los microorganismos Acidothiobacillus
thiooxidans DSM14887" y Leptospirillum ferrooxidans DSM2705" sobre su adherencia en un

mineral aurifero refractario y asi favorecer con un menor tiempo el proceso de biooxidacion.

El capitulo 1 describe el marco tedrico de la investigacion, donde se indica brevemente sobre
la biomineria en el Ecuador, bacterias que intervienen en el proceso de biooxidacién,
adherencia celular sobre el mineral, usos de los consorcios microbianos y parametros

importantes para el proceso de biooxidacion.

En el capitulo 2 se detalla los materiales y métodos empleados en este estudio como: el
disefio experimental, el medio de cultivo utilizado, preparacion de los in6éculos microbianos
previamente adaptados a galactosa y hierro, formacion del consorcio microbiano y adherencia
celular sobre el mineral. Ademas, se realizaron las siguientes determinaciones analiticas:

proteina planténica, nimero de células plantonicas y medicion de pH entre otros.



En el capitulo 3 se expone los resultados alcanzados en dicha investigacion, se puede
apreciar las adherencias celulares de los microorganismos representados en tablas y gréficos,
ademas, de los andlisis estadisticos empleados.

Finalmente se muestran las conclusiones y recomendaciones de acuerdo a los resultados

obtenidos de esta investigacion.

Es importante recalcar que se logré cumplir con los objetivos planteados en el desarrollo de
esta investigacion, donde se determind la mayor adherencia celular de las especies
microbianas Leptospirillum ferrooxidans DSM2705" vy Acidothiobacillus thiooxidans
DSM14887" sobre el mineral, y su posterior formacién de un consorcio modelo que nos
permitié acotar la mejor proporciéon de cada una de estas especies para obtener una mayor

adherencia al mineral y por ende un menor tiempo de biooxidacion.



OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de la composicion de un consorcio microbiano formado por los
microorganismos Acidothiobacillus thiooxidans DSM14887" y Leptospirilum ferrooxidans
DSM2705" sobre su adherencia en un mineral aurifero refractario, previamente adaptado a

galactosa y hierro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer el efecto de la galactosa sobre la adherencia a un mineral aurifero
refractario del cultivo puro del microorganismo Acidothiobacillus thiooxidans

DSM14887T previamente adaptado a diferentes concentraciones de galactosa.

e Establecer el efecto del idon férrico sobre la adherencia a un mineral aurifero refractario
del cultivo puro del microorganismo Leptospirillum ferrooxidans DSM27057

previamente adaptado a diferentes concentraciones de ion férrico.

e Determinar la mejor adherencia del consorcio formado por las bacterias A. thiooxidans
DSM14887"T y L. ferrooxidans DSM2705" en el mineral aurifero refractario,
previamente adaptadas a diferentes concentraciones de inductores (Galactosa,

Hierro).

HIPOTESIS DE TRABAJO
Ho: La galactosa y el hierro no afectan la adherencia de las células sobre el mineral.

H:: La galactosa y el hierro afectan la adherencia de las células sobre el mineral



CAPITULO |



1. Marco tedrico.

1.1. Biomineria en el Ecuador.

La explotacién minera ha crecido significativamente en los Ultimos afios, en especial en la
recuperacion de metales; de ahi que la biomineria constituye una alternativa sustentable,
econdémicamente mas viable y amigable con el medio ambiente, esta consiste en utilizar un
proceso natural con ciertos microorganismos con capacidad oxidante de hierro y azufre, a
altas 0 moderadas temperaturas y pH acidos; esta tecnologia se aplica con éxito a nivel
comercial para la recuperacion de oro, cobre, cobalto, entre otros (Donati, 2006; Jaramillo
2014).

La actividad minera en el Ecuador es una fuente alta de recursos para la economia del pais,
ya que el veinte por ciento de la extension territorial son zonas mineras, tanto en la provincia
del Azuay, Zamora Chinchipe y Morona Santiago que son atravesadas por abundantes
minerales en oro, plata y cobre. Actualmente a nivel nacional no se realizan pre-tratamientos
de minas refractarias, ni se ha llevado a cabo un proceso de bhiooxidacion de minerales de
manera comercial, por lo que se cree que existe gran pérdida en ello (Mufioz, 2003). Ademas
de considerarse como una alternativa de remediacion ambiental, se debe emprender
proyectos de explotacion de dichos minerales, apoyados con la investigacion y aplicaciones
de novedosas e innovadoras herramientas biotecnolégicos, que busquen favorecer la

recuperacion de recursos naturales en el Ecuador (Paladines, 2010; Ifiguez 2016).
1.2. Biolixiviacion y biooxidacién.

Son procesos empleados para la oxidaciéon de sulfuros, la biomineria se dividen en dos ramas:
la biolixiviacion, en la que se emplea bacterias especificas para extraer un metal de valor
(cobre, niquel, cobalto, entre otros) presentes en menas o en concentrados minerales, el
producto final de la biolixiviacion es una solucién acida que contiene metal en forma soluble y

el residuo solido se desecha. (Donati, 2006; Jaramillo 2014).

Mientras que la biooxidacién es un proceso de pre-tratamiento de menas refractarias como el
oro previo a su cianuracion, se emplea cuando el elemento a recuperar no puede ser
solubilizado por los microorganismos, pero su presencia beneficia la recuperacion del mismo,
tienen como objetivo liberar el oro a través de la degradacion de la matriz del mineral en la
que esta el elemento de interés (Donati, 2006). La Biooxidacion tiene mayor aplicacién para

el mejoramiento de la extraccién de oro y obtencién de plata y molibdeno (Donati, 2006).



1.3. Bacterias usadas en el proceso de biooxidacion.

En la biooxidacion de minerales se utilizan microorganismos que poseen diferentes
caracteristicas fisiol6gicas: son quimiolitotréfos (capaces de oxidar compuestos inorganicos
como azufre y/o hierro) empleados como fuente de energia para su crecimiento; autotrofos
porque asimilan directamente CO, del aire y aciddfilos con capacidad de crecer en ambientes
acidos (pH menor 3) y finalmente mesofilos, ya que se encuentran a temperaturas entre 25°
y 35°C, los microorganismos que se destacan son Acidithiobacillus ferrooxidans, A.
thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans, entre otros, que han sido utilizados a nivel industrial
(Rossi, 1990; Rosales et. al., 2001; Lopez, 2007; Mejia, 2010).

1.3.1. Acidithiobacillus thiooxidans.

Estos microorganismos pertenecen a la gamma de Proto-bacteria, se los puede encontrar en
depdsitos de azufre y sulfuros donde facilmente se los puede aislar. Se aislé por primera vez
por por Waksman y Jofe en (1992). Son microorganismos acidéfilos de Gram-negativas que
ocupan un area alrededor de 0.60 um, se adaptan a un pH 2 y temperatura optima de 28 - 30
°C. Temperaturas mayores a 37°C la oxidacion del azufre y el crecimiento celular son

significativamente mas lentos. (Lopez, 2007; Mejia, 2010).
1.3.2. Leptospirillum ferrooxidans.

Estos microorganismos pertenecen a la familia Nitrospira, bacteria que fue aislada de un
medio mineral de sulfuros de cobre en Armenia por Markosyan en 1972 (Rossi, 1990; Donati,
2006). Oxida el sustrato (mineral) bajo condiciones mesofilicas y acidofilicas (1,3 < pH <2,4),
tiene forma de espiral, con ancho de 0.3 a 0.5 um y longitud de 0.9 a 3.0 um, crecen a

temperatura de 20 a 40° C, gram-negativas y quimiolitotréficos (Rosales et al., 2001).

1.4. Adherencia celular al mineral.

La adhesién celular bacteriana sobre la superficie del mineral es uno de los aspectos mas
importantes en el proceso de biooxidacién, tiene propiedades quimiotaxicas (adhesion al sitio
especifico) que permiten el movimiento de las bacterias a los sustratos que contienen los
nutrientes; para que exista el contacto entre las bacterias y el mineral es requisito la presencia
de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (Natarajan, 2013). La adherencia celular
favorece la liberacion del ion ferroso por lixiviacion y la oxidacion de azufre elemental, los que
pueden ser acumulados en la superficie del mineral (Adriana et al., 2012; Vilinska y Rao,
2009).



En la adherencia celular es posible diferenciar dos caracteristicas: un aspecto cinético donde
la velocidad de adherencia es un proceso rapido y se establece el equilibrio térmico. Una
segunda caracteristica de mayor importancia, es la adherencia de manera selectiva, que esta
controlada no solo por la interaccion fisica (hidrofobias y electrostéticas) sino también que las
bacterias reconocen los sitios activos de alto contenido energético en los se encuentran los
iones reducidos en el mineral y se adhieren selectivamente a ellos. (Crundwell 1995; Gonzales
1999).

Por otro lado, en diferentes estudios experimentales han confirmado la capacidad de los
microorganismos biooxidantes para adherirse a las superficies minerales. Donde la union
bacteriana al mineral se caracteriza por dos etapas distintas. Una etapa con una disminucion
continua de células libres en la solucién con respecto a las células adheridas, y una segunda
etapa en la que se alcanza un equilibrio entre células unidas y libres hasta el final del proceso
(Rodriguez et al, 2003).

1.5. Uso de consorcios microbiano en el proceso de biooxidacion.

Un consorcio microbiano es una asociacion natural de dos o mas especies, que comunmente
se encuentran juntas porque tienen los mismos requerimientos ambientales y comparten
elementos de su nicho, o dependen de la presencia de un factor comdn para sobrevivir,
generando mayor resistencia a las fluctuaciones del ambiente y promoviendo la estabilidad

de los miembros en el tiempo (Morris, 2007; Ochoa 2010).

Entre una de las ventajas del uso de consorcios microbianos, es que las especies actian
como una comunidad, se benefician de las actividades conjuntamente, reflejan estilos de vida
sinérgicos o sintréficos en el que el crecimiento se conduce de manera efectiva mejorando el

flujo ciclico de nutrientes en las poblaciones. (Lopez et al. 2007).

Existen diferentes estudios que reportan el uso de consorcios microbianos de hierro y azufre
oxidantes, que mejoran el proceso de biooxidacién de minerales. Qiu et al. (2005), demostr6
gue un cultivo mixto de A. ferrooxidans y A. thiooxidans fue mejor en el proceso de lixiviacion
de calcopirita, a diferencia del uso de cultivos puros por separado; mientras que Falco et al.
(2003) realizo pruebas de biolixiviacién de covelita utilizando cultivos puros y mixtos, llegando
a la conclusion que la biooxidacion del mineral se realizé de mejor manera cuando se utilizo

un cultivo mixto, es decir, un consorcio microbiano entre A. thiooxidans y L. ferrooxidans.



1.6. Parametros para el proceso de biooxidacion.

En un proceso de biooxidacioén no basta considerar los microorganismos y el mineral, también
es fundamental considerar los parametros de operacion y requerimientos del cultivo, ya que
dependen de la naturaleza de las bacterias y del mineral que domine dicho proceso.

1.6.1. Concentracion de inoculo e inductor.

La concentracion de inoculo es la cantidad de microorganismos en un volumen determinado
que intervienen en el proceso de biooxidacion (Barreto, 2005). Los inductores son sustancias
que fastidian o incomodan a los microorganismos ayudando a la producciéon de EPS y a la vez

a que exista mayor adherencia celular.

Los inductores utilizados en el proceso de biooxidacién son: el sulfato ferroso heptahidratado
(FeSO4. 7TH20), que esta relacionado con el mecanismo indirecto, e interviene en el proceso
ayudando a la reaccién a oxidar de ion ferroso a ion férrico (Arroyave 2010, Diaz 2012). En el
caso de la Galactosa como inductor ayuda al incremento de producciéon de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) por la bacteria. Segun Barreto et al., (2005) indica que al
agregar cierta concentracion de galactosa a un cultivo se obtiene una diferencia significativa
en la produccion de EPS, como lo obtuvo con la pirita por células cultivado en presencia y sin

presencia de galactosa (Barreto et al., 2005).

1.6.2. Temperatura.

En la biooxidacion de minerales la temperatura tiene consecuencia directa en el crecimiento
celular, la solubilidad de los minerales, velocidad de reaccién y las interacciones
electroquimicas medio-mineral. La temperatura 6ptima permite que sea posible las reacciones
con una velocidad considerable. Las bacterias A. thiooxidans y L. ferroxidans se encuentran

a una temperatura entre 20 a 40°C (Arroyave 2008; Jaramillo 2014).

1.6.3. Potencial redox (Ph) y Potencial de oxidacién (Eh).

El pH indica la concentraciéon del ion (H+) e interviene en el crecimiento de los
microorganismos influyendo a los grupos de ionizables presentes en las células, puede variar
debido a las caracteristicas del mineral si posee componentes consumidores de 4cido (Gomez
et al., 2005). Mientras que el Eh indica la actividad de los electrones en el sistema, es un
indicador de la actividad bacteriana en un proceso. La oxidacion de especies sulfuradas se
caracteriza por la presencia de un potencial mixto, donde se dan dos procesos electroquimicos
fuera del equilibrio: la oxidacion del sulfuro y la reduccién del i6n férrico (Gonzéalez, 1999;
Gomez et al. 2005).
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2. Materiales y métodos.

2.1. Preparacién del mineral.

El mineral utilizado fue recolectado del sector minero Bella Rica, es un mineral polimetalico
compuesto especialmente de pirita y calcopirita con un porcentaje de 17 y 2%
respectivamente, el cual fue molido hasta obtener un tamafio de particulas de 74 ym en un
molino de bolas y los sulfuros fueron concentrados por gravimetria. EI mineral fue lavado,
acidificado a un pH de 1.8 y esterilizado a 121°C por 24 horas con calor seco y sometido a 1

atm de Nitrégeno por 10 min para evitar previa oxidacion.
2.2. Medio de cultivo y preparacion de inoculo de microorganismos.

Se us6d como referencia el medio de cultivo propuesto por (Kim et al 2002) para los
microorganismos Leptospirillum ferroxidans DSM2705" y Acidithiobacillus thiooxidans
DSM14887T usando como fuente de energia el sulfato ferroso y azufre, los cuales fueron
cultivados en medios definidos como se muestra en la tabla 2.1y 2.2.

Tabla 2.1. Composicion del medio de cultivo para

el cultivo de Leptospirillum ferrooxidans

DSM 27057
Compuesto Concentracion (g/L)
KCL 1.0
MgS0O4.7H20 0.2
(NH4)H2PO4 2.6
FeS04.7H20 44
pH (ajustado a 1.8 con H2SO4 10N)

Fuente: Aguirre et al., (2017)
Elaborado por: Rebeca Curipoma

Tabla 2.2. Composicién del medio de cultivo para
el cultivo de Acidithiobacillus
thiooxidans DSM14887T.

Compuesto Concentracion (g/L)
KCL 1.0
MgS0O4.7H20 0.2
(NH4)H2PO4 2.6
Azufre elemental 10
pH (ajustado a 1.8 con H2S04 10N)

Fuente: Aguirre et al., (2017)
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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2.3. Adaptacién de microorganismos utilizando galactosa e ion férrico como

inductores.

Para la adaptacion microbiana se utilizd cultivos puros de Acidithiobacillus thiooxidans
DSM148877 y Leptospirillum ferroxidans DSM2705", los cuales crecieron en los medios de
cultivo anteriormente mencionadas, se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50
mL del medio de cultivo, el cual se esteriliz6 en autoclave durante 20 minutos a 121°C. Se
esterilizo el azufre a 105°C por 24 horas a calor seco, mientras que la solucion de sulfato

ferroso se esteriliz6 mediante filtracién con un flitro miliporo de 0.45 um.

Para los cultivos de A. thiooxidans DSM 148877 y L. ferrooxidans DSM 2705" se establecieron
las siguientes condiciones de trabajo: temperatura de 30°C, 180 rpm en un agitador orbital
marca Thermo scientific, pH inicial de 1.8 y 1.3. Mediante el conteo celular y oxidacién del ion
ferroso y azufre los cultivos se consideraron adaptados.

La especie Acidithiobacillus thiooxidans DSM148877 fue adaptada a diferentes
concentraciones de galactosa (0, 0.15; 0.25; 0.35%) mientras que Leptospirillum ferroxidans
DSM2705" se adaptado a diferentes concentraciones de hierro (9, 18, 27 y 36 g/L), para lo
cual se partié de inéculos activos, se acondicion6 al medio (Kim et al 2002) mas galactosa.
Una vez el microorganismo se adapt6 a la concentracién mas baja de galactosa se tomo un
inoculo del 10%v/v para pasar a la proxima concentracion, este paso se realiz6 tanto para los

microorganismos cultivados en galactosa como en hierro.

2.4. Adherencia y formacién del consorcio microbiano.

Se llevé a cabo la formacion del consorcio microbiano el cual se someti6 a ensayos de
adherencia sobre mineral, los cultivos microbianos usados fueron aquellos que dieron mejor

resultado en la prueba de adherencia por separado.

Los consorcios de prueba se formaron variando las proporciones de cada uno de los
microrganismos en las siguientes proporciones: 30/70; 40/60; 50/50; 60/40; 70/30% viv
Acidithiobacillus thiooxidans DSM148877 / Leptospirillum ferroxidans DSM2705", obteniéndose
un inoculo del 10%v/v, el mismo que se agreg6 al medio fresco suplementado con 2% p/v de

mineral del sector minero Bella Rica.

Los experimentos fueron realizados en un agitador marca Orbit 1900 a 180 rpm, utilizando
matraces de 250 mL con un volumen de trabajo de 50 mL y pH inicial de 1.8. Para determinar
la adherencia del consorcio se realiz6 las cinéticas de adherencia microbianas por conteo de

células plantonicas a diferentes tiempos en cadmara de Neubauer de 0.02 mm de profundidad
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y ademas se determind proteina planténica como método de comprobacién de los

experimentos.

2.5. Determinaciones analiticas.
2.5.1.Determinacion de adherencia celular.

La adherencia celular se realiz6 durante 4 horas en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50
ml de volumen de trabajo, donde se removié 3 ml del cultivo bacteriano en intervalos
especificos de tiempo (1, 10, 30, 60, 120, 180, 240 min). El nUmero de células se determind
en la fase liquida con recuento en camara de Neubauer con 0.02 mm de profundidad mediante
el uso del microscopio de contraste de fases (MOD Pluss ZEIZZ AXIO). El nimero de células
unidas a la superficie del mineral se determiné como la diferencia entre la concentracion inicial

de las células inoculadas y la concentracion de las células restantes en la fase liquida.

2.5.2.Determinacién de proteina plantdnica.

El contenido de proteinas fue determinado usando el método de Bradford (1951). Se utilizd
albumina de suero de bovino Sigma- Aldrich (BSA) como estandar. Previamente se realizo la
ruptura de la estructura celular con la finalidad de obtener la proteina de las células. El
procedimiento consistié en agregar 1.5 ml de la muestra en andlisis en un tubo Falcon y fue
centrifugado a 7380 rpm durante 15 minutos, el pellet formado fue tratado con 0.5N NaOH
donde se homogenizé la muestra y se llevo a ebullicion en bafio Maria durante 10 minutos.
Se dejé enfriar la muestra, se llevo a centrifugacién a 6000 rpm durante 10 min. Finalmente
se tom6 una muestra de 100 pL del sobrenadante, se mezclé con 5.0 mL del reactivo de
Bradford, se dej6 en obscuridad durante 10 min, se midié la absorbancia de la mezcla a 595

nm en un espectrofotometro de UV-visible (Thermo Scientific Modelo Genesys 20).

2.5.3.Determinacion del numero de células/mL utilizando cAmara de Neubauer.

Para determinar el nimero de bacterias por mL de las muestras, se realizd conteos celulares
en una camara de Neubauer de 0.02 mm de profundidad, donde se coloc6 una cierta cantidad
de muestra entre la cAmara y el cubre-objetos, se observé en un microscopio de contraste de
fases (MOD Pluss ZEIZZ AXIO) con lente de 100X. (Anexo 1). Posteriormente fue necesario
aplicar la siguiente ecuacion para calcular el nimero de bacterias presentes en un mL de

medio.

bact B <#bacterias contadas * FD
ml

- - * 1000 Ec.1
Area * Profundidad
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Donde:

Area = 0.04 mm?

Profundidad = 0.02 mm

1000 = Factor que indica el nUmero de células que existe en 1mL
FD = Factor de dilucion de la muestra

2.5.4.Medicién de pH.

La medicién de pH de las muestras se realiz6 de manera directa con un pHmetro marca

Hanna, previamente calibrado utilizando soluciones estandar de pH de 4.0y 7.0.

2.5.5.Determinaciéon de ion ferroso (Fe*?) y hierro total en solucién.

El ion ferroso se determiné utilizando el método de Muir (Muir y Andersen, 1977; Herrera
1989), basado en la formacién de un complejo coloreado entre (Fe*?) y 1.10- fenantrolina
cuantificado espectrofotométricamente a 510 nm y se compard con una curva de calibrado.

El hierro total se midié por reduccién del (Fe*®) con clorhidrato de hidroxilamina, y midiendo el
(Fe*?) resultante de la forma ya descrita. El ion férrico se determiné por diferencia entre ion

ferroso y hierro total. (Anexo 2).

2.5.6.Determinacién de sulfatos.

El ion sulfato en solucion se determiné por un método turbimétrico, donde fue precipitado en
un medio acido con cloruro de bario formando cristales uniformes de sulfato de bario. La
absorbancia de esta suspension fue una medida de la concentracion de iones sulfato, medido

a 520nm y se comparé con una curva de calibrado. (Anexo 3).
2.6. Analisis de la Varianza (ANOVA).

Para la siguiente investigacion se planted un disefio estadistico en donde cada variable
independiente sera analizada por separado. Las siguientes tablas presentan tal disefio, asi

como condiciones de operacion de cada uno de los objetivos planteados.

La tabla 2.3. Muestra las variables independientes y dependientes que se desarroll6 para el

ensayo de adherencia del cultivo puro de la especie Acidithiobacillus thiooxidans DSM14887"
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(At) adaptada a diferentes concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25 y 0.35 %). Los ensayos

se realizaron por duplicado, con un total de 8 experimentos.

Tabla 2.3. Ensayo 1: Ensayo de adherencia de cultivo puro de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM14887".

Variables Variables Parametros de Numero de
Independientes | Dependientes Trabajo Experimentos
Acidithiobacillus pH inicial: 1.8

thiooxidans NUmero de Temperatura: 30°C
DSM14887T (At) células Agitacion: 180 rpm

cultivo puro a adheridas, % mineral: 2 p/v 8
diferentes proteina Mejor concentracién
concentraciones Galactosa.
de Galactosa

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

La tabla 2.4. Indica las variables independientes y dependientes para el desarrollo de
adherencia celular utilizando un cultivo puro de la especie Leptospirullum ferrooxidans
DSM2705" (Lf) previamente adaptada a diferentes concentraciones de ion férrico (9, 18, 27 y

36 g/L). Los ensayos se realizaron por duplicado, con un total de 8 experimentos.

Tabla 2.4. Ensayo 2: Ensayo de adherencia de cultivo puro de Leptospirullum
ferrooxidans.

Variables Variables Parametros de Numero de
Independientes | Dependientes Trabajo Experimentos
Leptospirullum Ph inicial: 1.8
ferrooxidans NuUmero de Temperatura: 30°C
DSM2705T (Lf) células Agitacién: 180 rpm
cultivo puro a adheridas, % mineral: 2 p/v 8
diferentes proteina. Mejor concentracién
concentraciones Hierro.
de Hierro.

Fuente: Rebeca Curipoma

Elaborado por: Rebeca Curipoma
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Tabla 2.5. Muestra un tercer ensayo donde se prueba la adherencia de un consorcio formado
por las especies Leptospirillum ferrooxidans DSM2705" (Lf) y Acidithiobacillus thiooxidans
DSM14887T (At) a diferentes proporciones de cada una. Los ensayos se realizaron por
triplicado, con un total de 15 experimentos.

Tabla 2.5. Ensayo 3: Proporcion de la cantidad de c/especie.

Variables Variables Parametros de Namero de

Independientes | Dependientes Trabajo Experimentos
Ph inicial: 1.8

30Lf/70At Numero de Temperatura: 30°C

40Lf/60At células Agitacion:180 rpm

50Lf/50At adheridas, % mineral: 2 p/v 15

60Lf/40At proteina. Mejor concentracién

70Lf/30At Galactosa.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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3. Resultados y analisis.
3.1. Cinéticas de crecimiento de los microorganismos L. ferrooxidans DSM2705" y A.

thiooxidans DSM14887" adaptados a Hierro y Galactosa.

Se realizo la cinética de crecimiento de los cultivos de A. thiooxidans previamente adaptados
a diferentes concentraciones de galactosa (0.15, 0.25 y 0.35%) junto con un control sin
galactosa, donde se determind la concentracion microbiana y oxidacion de sulfatos. El tiempo
total que necesitaron los microorganismos para llegar a la fase estacionario y oxidar todo el
azufre a sulfato fueron de 33 horas.

La figura 3.1 muestra la concentracién celular (bacterias/mililitros) en funcién al tiempo (horas)
para las diferentes concentraciones de galactosa antes mencionadas, en donde se observa
que en un tiempo de 24 horas se da la fase exponencial de los microorganismos. En la figura
3.2 se puede ver la oxidacion del ion sultato en funcion del tiempo para los cultivos A.
thiooxidans, donde un tiempo de 33 horas de crecimiento indicando se alcanza valores
aproximados al 100% de oxidacion.
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento microbiano de A. thiooxidans
DSM14887T a diferentes concentraciones de galactosa.

Fuente: Rebeca Curipoma

Elaborado por: Rebeca Curipoma
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Por otro lado, se realizo la cinética de crecimiento a los cultivos de L. ferrooxidans previamente
adaptados a diferentes concentraciones de hierro (18, 27 y 36 g/L) junto con un control de 9

g/L, donde se determind la concentracion microbiana y la oxidacion del ion ferros a ion férrico.

Oxidacion (%)

100%

° ?
80% )
8 9
60% a
0 8
40% e g
9
20% 3
0% @
0 10 20 30
Tiempo (h)

@control @0,15 ©0,25 @0,35

40

Figura 3.2. Porcentaje de oxidacion de sulfatos de A.

galactosa.

Fuente: Rebeca Curipoma

Elaborado por: Rebeca Curipoma

thiooxidans DSM14887T a concentraciones de

La Figura 3.3 (a 'y b) indica la concentracion celular (bacterias/mililitros) en funcion del tiempo

(horas) para las diferentes concentraciones de hierro, en donde se observa que para las

concentraciones de 9 y 18 g/L (Figura 3,3 a) se da el maximo crecimiento a las 24 horas. Por

otro lado, para las concentraciones de 27 y 36 g/L (Figura 3,3 b) el maximo crecimiento

microbiano se dio a las 48 horas.
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Figura 3.3. Cinética de crecimiento microbiano de L. ferrooxidans DSM2705 a diferentes

Elaborado por: Rebeca Curipoma
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concentraciones de hierro: control y 18 g/L (a), 27 y 36 g/L (b).
Fuente: Rebeca Curipoma
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Figura 3.4. Porcentaje de oxidacion de hierro Il de L. ferrooxidans DSM 2705T a diferentes
concentraciones de hierro: control y 18 g/L (a), 27 y 36 g/L (b).
Fuente: Rebeca Curipoma

Elaborado por: Rebeca Curipoma

En lafigura 3.4 (a y b) se muestra el porcentaje de oxidacion del hierro Il en funcion del tiempo
para los cultivos L. ferrooxidans, en donde a las concentraciones de 9 y 18 g/L (Figura 3,4 a)
de hierro la mayor oxidacion fue en 33 horas, mientras que para | de 27 y 36 g/L (Figura 3,4
b) de hierro se dio en 72 horas. Comparando estos resultados con el estudio de Escobar
(1999) indica que para la especie de A. ferrooxidans obtiene un nimero de células en conteo
directo de 6x108 (bacterias/mL) en un tiempo minimo de 7 dias, mientras que para la especie
L. ferrooxidans su maximo crecimiento es de 3,10x’ (bacterias/mL) en el mismo tiempo, esto
nos indica que los microorganismos se han adaptado adecuadamente a los inductores pues

el tiempo de crecimiento de los mismos es menor.

A partir de las cinéticas anteriormente descritas se tom6 como referencia el tiempo de 24
horas como el éptimo para la adherencia en los cultivos A. thioxidans, mientras que para los
cultivos de L. ferrooxidans se tom6 como tiempo adecuado 24 horas para las concentraciones
de 9y 18 g/L de hierro y de 48 horas para las concentraciones de 27 y 36 g/L de hierro. que
corresponde al maximo crecimiento celular y el 80% de oxidacién de hierro y sulfatos, que fue
el valor que se tom6 como referencia para tomar el inoculo que servira para los ensayos de

adherencia.

3.2. Adherencia sobre el mineral del cultivo puro de Acidothiobacillus thiooxidans.

La adherencia microbiana sobre un mineral aurifero refractario se determind mediante
cinéticas por conteo de células plantdnicas en el tiempo, el ensayo tuvo una duracion de 4

horas en las cuales se tom6 muestras del sobrenadante cada cierto tiempo, las experiencias
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se dieron por finalizadas cuando el nimero de células contadas fueron invariables en el
tiempo. La adherencia microbiana se determiné por diferencia entre el nimero de células

iniciales menos el nUmero de células finales en el medio.

En la Figura 3.5 se muestra el nimero de células adheridas al mineral en funcién del tiempo
a diferentes concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25; 0.35%). Como se puede observar la
mayor adherencia microbiana se dio a la concentracion de 0.15% de galactosa; se ha
determinado que la galactosa mejora la adherencia microbiana debido a que genera
sustancias poliméricas extracelulares que permiten el enlace entre células y mineral (Barreto,
2005), por otro lado, con respecto al control, el cual no contiene galactosa, se observa que la
concentracion de células adheridas al mineral es menor que con la presencia de una pequefia

cantidad de galactosa.
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Figura 3.5. Adherencia celular del microorganismo Acidothiobacillus
thiooxidans DSM1487" sobre el mineral aurifero refractario.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

En la Figura 3.6 se muestra el porcentaje de adherencia del microorganismo Acidothiobacillus
thiooxidans DSM14887" a las mismas concentraciones de galactosa mencionadas
anteriormente, donde se puede verificar que la concentracion de 0.15% se obtiene el mayor
porcentaje de adherencia celular con un 78%. En estudios realizados por Harneit et al (2006)
sobre adherencia microbiana, obtuvo un 85% de células adheridas al mineral en un tiempo de
10 horas, comparando los resultados obtenidos en esta investigacion se obtiene un porcentaje

similar de células adheridas en un tiempo de 4 horas.
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Figura 3.6. Porcentaje de adherencia celular del
microorganismo Acidothiobacillus thiooxidans
DSM14887" utilizando galactosa como
inductor.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.2.1. Proteina adherida del microorganismo Acidothiobacillus thiooxidans
DSM14887".

En la Figura 3.7 se muestra el porcentaje de proteina con respecto a las diferentes
concentraciones de galactosa, donde se observa nuevamente que a la concentracion de
0,15% existe la mayor concentracién de proteina adherida. Actualmente no existe una
investigacion de adherencia utilizando dicho microorganismo, por lo que fue necesario
compararlo con el estudio realizado por Goutam et al (1995), en el que realizé adherencia al
mineral con una cepa microbiana de Acidothiobacillus ferrooxidnas, indica que el contenido
de proteina medida se puede correlacionar facilmente con la poblacién de células bacterianas
adheridas a la superficie del mineral, por lo tanto, al comparar la figura 3.6 y 3.7 se puede
apreciar que realmente se tiene relacién entre la proteina adherida y el nimero células

adheridas a la misma concentracion de galactosa.
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Figura 3.7. Porcentaje de concentracion de proteina
adherida del microorganismo
Acidothiobacillus thiooxidans DSM14887"
utilizando galactosa como inductor.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.3. Adherencia sobre el mineral de cultivo puro de Leptospirillum ferrooxidans
DSM2705".

En el caso del microorganismo Leptospirillum ferrooxidans DSM2705" utilizando hierro como
inductor a diferentes concentraciones (9, 18, 27 y 36 g/L), se puede observar en la Figura 3.8
que la mayor adherencia al mineral se llevd a cabo con una concentracién de 27 g/L, donde
se obtuvo una concentracion celular de 6,19 x10” células/mL en 4 horas de cultivo, en los 60
minutos se obtuvo una adherencia de aproximadamente el 82,5%, comparado con los otros
cultivos en los que se obtuvieron 62% para la concentracion de 18 g/L y 72% para la
concentracion de 36 g/L de hierro. De acuerdo al estudio de Vardanyan et al, (2013) al realizar
ensayos de L. ferroxidans con 0.5 g/L de hierro no logra detectar adherencia al mineral,
mientras que en nuestro caso el hierro influye de manera significativa sobre la union de células

a la superficie del mineral.
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Figura 3.8. Adherencia celular del microorganismo
Leptospirillum ferrooxidans DSM2705"
previamente adaptado a Hierro sobre el mineral
aurifero refractario.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

En la Figura 3.9 se muestra el porcentaje de adherencia del microorganismo Leptospirillum
ferrooxidans en el tiempo a diferentes concentraciones de hierro (9, 18, 27, 36 g/L). De
acuerdo a un estudio similar realizado por Rodriguez et al. (2003) indica que la mayor
adherencia del microorganismo fue en el tiempo de 200 min con 85% de células adheridas,
mientras que en nuestro caso se llevé a cabo un 82% de adherencia en el tiempo de 60
minutos, como se puede observar en la Figura 3.8 y 3.9. Posiblemente la adherencia es debido
a que se mejoraron las interacciones electrostaticas del microorganismo, comparando los
resultados nos podemos dar cuenta que realmente es posible obtener una mayor adherencia

del microorganismo en menor tiempo.
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Figura 3.9. Porcentaje de adherencia celular del
microorganismo Leptospirillum ferrooxidans
DSM2705", utilizando hierro como inductor.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.3.1.Proteina adherida del microorganismo Leptospirillum ferroxidans
DSM2705".

La figura 3.10 se muestra el porcentaje de proteina adherida con respecto a las diferentes
concentraciones de ion férrico (9, 18, 27 Y 36 g/L), en la cual se observa que a la
concentracion de 27g/L de hierro existe el mayor contendido de proteina adherida. Con esto
se verifica de manera indirecta las mediciones en conteo de camara Nuebauer. Por lo tanto,
al comparar la Figura 3.9 y 3.10 se puede apreciar que la proteina y el nimero células

adheridas tienen relacion entre si.
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Figura 3.10. Porcentaje de concentracion de proteina
del microorganismo Leptospirillum
ferrooxidans DSM2705", utilizando hierro
como inductor.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

La presencia de hierro favorece el mecanismo de contacto de la biolixiviacion, ya que la
adherencia bacteriana al mineral es una de las etapas mas importantes, debido a que permite
tener altas velocidades de disolucion gracias al ataque del ion férrico a la superficie del
mineral. (Rodriguez et al., 2003).

3.4. Determinacion de la mayor adherencia del consorcio formado por las bacterias A.
thiooxidans DSM1487"y L. ferrooxidans DSM2705" en el mineral aurifero refractario

adaptadas a diferentes concentraciones de inductores (Galactosa, Hierro).

La formacién del consorcio microbiano se realiz6 mediante la combinacion de dos diferentes
especies A. thiooxidans DSM14887" y L. ferrooxidans DSM2705" previamente adaptado a
0.15% de galactosa y 27 g/L de hierro respectivamente en las siguientes proporciones: (30/70;
40/60; 50/50; 60/40; 70/30% v/v) como inoculo inicial se consider6 un namero total de
bacterias de 1x108 cel/mL. Se puede observar en la Figura 3.11 que la mayor adhesién sobre
el mineral se dio en la proporcion de 60 % L. ferrooxidans DSM2705™ y 40 % A. thiooxidans
con un porcentaje de 83% que corresponde a 6.66 x107 células/mL adheridas en

aproximadamente 240 min.

Comparando con el estudio de Florian (2011) partiendo con un inoculo inicial de 1x108 cel/mL

donde obtuvo mayor adherencia a la proporcion de 50% de cada especie respectivamente,
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con un porcentaje del 63% que correspondiente a 5x107 cel/mL durante 7 horas de ensayo.
Por lo tanto, en este estudio se logré obtener con una concentracion inicial de células similar
al de Florian mayor adherencia microbiana en un tiempo de 4 horas que corresponde al 83%
de células adheridas.
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Figura 3.11. Adherencia celular en el tiempo del consorcio microbiano
formado por los microorganismos Leptospirillum
ferrooxidans DSM2705" y Acidothiobacillus thiooxidans
DSM 148877.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

En la Figura 3.12 se muestra el porcentaje de adherencia del consorcio microbiano en el
tiempo a diferente concentracion de inductores (hierro y galactosa), donde se comprueba su
mayor adherencia a la proporciéon de (60 L. ferrooxidans DSM2705" y 40 A. thiooxidans % v/v)
con un 83% de adherencia. En la actualidad el uso de cultivos mixtos se esta considerando
como el futuro de los procesos de biolixiviaciébn ya que las reacciones de extracciones de
metales con impulsadas por la generacién de ion férrico como indica (Ehrlich 2001; Mousavi
et al., 2008).
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Figura 3.12. Porcentaje de adherencia celular

del

CONSorcio

microbiano formado por Leptospirillum ferrooxidans
DSM2705"7 y Acidothiobacillus thiooxidans DSM

148877.

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.4.1.Proteina Adherida del

thiooxidans DSM14887" y L. ferrooxidans DSM 2705 en el mineral aurifero

refractario.

En la figura 3.13 se muestra el porcentaje de proteina con respecto a las diferentes
proporciones del consorcio microbiano formado por A. thiooxidans y L. ferrooxidans, en la cual

se comprobé la mayor adherencia en la mejor proporcion siendo a 60 % L. ferrooxidans

DSM2705" y 40 % A. thiooxidans.

Por lo tanto, al fijarnos en la figura 3.12 y 3.13 se puede apreciar que existe gran relacion

entre la proteina y el niumero células adheridas en el consorcio, especialmente a la misma

concentracion de inductores (hierro y galactosa).
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Figura 3.13. Porcentaje de proteina adherida del consorcio
formado  por  Leptospirilum  ferrooxidans
DSM2705T y Acidothiobacillus thiooxidans DSM
148877,

Fuente: Rebeca Curipoma
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.5. Andlisis de la varianza de un factor (ANOVA).

Los resultados obtenidos en este estudio fueron analizados mediante el uso del programa
estadistico IBM SPSS Statistics 21, con el analisis ANOVA de un factor, método de HSD de
Tukey para cada uno de los ensayos planteados. Con nivel de confianza del 0.95%,
significancia 0.05%.

3.5.1. Analisis estadisticos de la adherencia celular y proteinas del
microorganismo Acidothiobacillus thiooxidans DSM1487" adaptada a
galactosa.

Se realiz6 un analisis ANOVA de un factor con la finalidad de verificar el efecto de galactosa

como inductor en la adherencia celular sobre el mineral.

La tabla 3.1 se puede apreciar el analisis de comparativo de medias junto con el error del
efecto de las diferentes concentraciones de galactosa sobre el nimero de células y proteina
adherida al mineral, se ve que tiene un efecto positivo sobre la union de las células sobre la

superficie del mineral con un valor de significancia p<0.05.
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Tabla 3.1. Andlisis ANOVA de un factor para la adherencia celular y proteina sobre el

mineral del microorganismo A. thiooxidans DSM148877.

Suma de gl Media Fo P-valor
cuadrados cuadratica
Tratamiento 1330,244 3 443,415| 815,475 ,000
Proteina  Error 2,175 4 ,544
Total 1332,419 7
Tratamiento 539,830 3 179,943 | 186,954 ,000
Células  Error 3,850 4 ,963
Total 543,680 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma

La Figura 3.14 y 3.15 muestra la comparacién de medias tanto de células adheridas como
proteinas del microorganismo Acidothiobacillus thiooxidans en funcién a la concentracion de
galactosa, donde se puede observar que la adherencia celular es mayor con la concentracion
de 0.15%, aunque el cultivo adaptado a 0.25% de galactosa presenta un porcentaje de
adherencia similar al 0,15%; al comprar estos valores con el control podemos observar que la
galactosa favorece a la adhesion celular sobre el mineral.
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Figura 3.14. Comparacion de medias del porcentaje de
células adheridas en funcion de las
concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25,
0.35%).

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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Figura 3.15. Comparacién de medias del porcentaje de
proteina adheridas en funcion de las
concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25,
0.35%).

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma

3.5.2.Analisis estadisticos del microorganismo Leptospirillum ferroxidans
DSM2705T adaptadas a ion férrico.

Se realizé un analisis ANOVA de un factor en el programa estadistico IBM SPSS Statistics 21,
con la finalidad de comprobar el efecto de ion férrico en la adherencia celular, y conocer la

mejor concentracion del mismo para obtener una mayor adherencia sobre el mineral.

La Tabla 3.2 se puede observar el andlisis de comparativo de medias junto con el error del
efecto de las diferentes concentraciones de hierro sobre el nUmero de células y proteina
adherida al mineral, demostrando un efecto positivo en la unién de las células sobre la

superficie del mineral con valores de significancia p<0.05.

Tabla 3.2. Andlisis ANOVA de un factor para la adherencia sobre el mineral del
microorganismo L. ferroxidans DSM2705".

Suma de gl Media Fo P-valor
cuadrados cuadratica
Tratamiento 494,125 3 164,708 82,872 ,000
Proteina Error 7,950 4 1,988
Total 502,075 7
Tratamiento 581,300 3 193,767 | 399,519 ,000
Células  Error 1,940 4 ,485
Total 583,240 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma




La Figura 3.16 y 3.17 se muestra la comparacion de medias de células y proteina adherida
del microorganismo L. ferroxidans en funcién de las diferentes concentraciones hierro, donde
se observa que a la concentracion de 27 g/L existe mayor adherencia celular que en las
correspondientes a (9, 18 y 36 g/L), donde se puede decir que dicho inductor favorece a una

mejor adhesion.

Celulas adheridas(%)
N
o

0 10 20 30 40
Concentracion de hierro (g/L)

Figura 3.16. Comparacién de medias del porcentaje de células
adheridas en funcién a las concentraciones de ion
férrico (9, 18.27,36 g/L).

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma

100
90
80
70 ®
60 (] ®
50
40
30
20
10
0
0 10 20 30 40

Concentracion de hierro(%)

Proteina Adherida (%)

Figura 3.17. Comparacion de medias del porcentaje de
proteina adheridas en funcion a las
concentraciones de ion férrico (9, 18.27,36

g/L).

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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3.5.3.Anédlisis estadisticos del consorcio microorganismo formado por A.
thiooxidans DSM14887T y L. ferrooxidans DSM2705T en el mineral aurifero

refractario

Se realizé un analisis ANOVA de un factor en el programa estadistico IBM SPSS Statistics 21,
con la finalidad de conocer la mejor proporcién de los microorganismos A. thiooxidans
DSM14887" y L. ferrooxidans DSM2705" y su efecto en la adherencia sobre el mineral.

La Tabla 3.3 indica el analisis comparativo de medias junto con el error del efecto de las
diferentes concentraciones de hierro y galactosa sobre el nUmero de células y proteina
adherida al mineral, con valores de significancia p<0.05 por lo tanto, nos indica que existe
diferencia significativa entre las diferentes proporciones del consorcio probado.

Tabla 3.3. Andlisis ANOVA de un factor para la adherencia sobre el mineral del
consorcio microbiano formado por A. thiooxidans DSM148877 L.
ferroxidans DSM2705T Donde: 30 Lf/70At (1), 40Lf/60At (2), 50Lf/50At
(3), 60Lf/40At (4), 70Lf/30At (5) % V/v.

Suma de gl Media Fo P-valor
cuadrados cuadratica
Tratamiento 652,730 4 163,183 55,073 ,000
Proteina Error 14,815 5 2,963
Total 667,545 9
Tratamiento 452,630 4 113,158 55,633 ,000
Células  Error 10,170 5 2,034
Total 462,800 9
Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Rebeca Curipoma

La Figura 3.18 y 3.19 muestra la comparacién de medias del consorcio microbiano formado
por A. thiooxidans DSM1487" L. ferroxidans DSM2705" en funcién de las diferentes
concentraciones hierro y galactosa.
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Figura 3.18. Comparacion de medias de células del consorcio
microbiano en funcién a las concentraciones de
inductores (hierro y galactosa). 30 Lf/70At (1),
40Lf/60At (2), 50Lf/50At (3), 60Lf/40At (4),
70Lf/30At (5) % v/v.

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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Figura 3.19. Comparacién de medias de proteina del
consorcio microbiano en funcién a las
concentraciones de inductores (hierro y
galactosa). 30 Lf/70At (1), 40Lf/60At (2),
50Lf/50At (3), 60Lf/40At (4), 70Lf/30At (5) %
viv.

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma.
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CONCLUSIONES

Para el cultivo de Acidothiobacillus thiooxidans se determiné que la mejor adherencia fue
a la concentracion de 0,15% de galactosa sobre el mineral aurifero refractario con un 78%
de adherencia celular.

Para el cultivo de Leptospirillum ferrooxidans se determiné que la mejor adherencia fue a
la concentracién de 27 g/L de ion férrico sobre el mineral aurifero refractario con un 82%

de adherencia celular.

En el consorcio microbiano formado por Acidothiobacillus thiooxidans y Leptospirillum
ferrooxidans se determin6 que la mejor adherencia se dio en la proporciéon de 60% L.

ferrooxidans y 40% A. thiooxidans con un porcentaje de adherencia celular del 83%.

El uso de inductores como hierro y galactosa afectan la adherencia microbiana sobre el

mineral, ya que en presencia de estos el porcentaje de células adheridas fue mayor.

Se cumplio los objetivos planteados en la investigacion y con ello se pudo aportar con una
estrategia de cultivo microbiano con mayor adherencia al mineral aurifero refractario de

tal manera que permita disminuir el tiempo en un proceso de biooxidacion.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de adherencia en consorcios microbianos a proporciones distintas a las
mencionadas en este estudio, con el fin de verificar que tipo de microrganismo tiene una mayor

influencia en este proceso.

Posterior a la presente investigacion se recomienda realizar un proceso de biooxidacion
mediante el uso de biorreactores ya que son caracteristicos para los tratamientos de minerales

refractarios con soluciones de bacterias del tipo aciddfilas.

En la determinacién de proteinas es importante mantener la temperatura en ebullicibn cuando

se lleva a bafno maria, con la finalidad de evitar cambios en la medicion final.

Se recomienda preparar los cultivos en camara de flujo laminar para evitar contaminacion con

otro tipo de microorganismos no deseado.

Se recomienda realizar mas estudios utilizando el microorganismo Acidothiobacillus
thiooxidans ya que actualmente no existe variedad de informacién sobre dicho

microorganismo.
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ANEXO 1.- CONTEO CELULAR

Se coloco6 aproximadamente 10 pL de muestra entre la cAmara Neubauer y el cubre-objeto,
fue observado en el microscopio con lente de 100X, en la siguiente figura se puede observar
gue el conteo celular se realizé de forma cuadricular 1, 2, 4 y 5 tomando en cuenta el cuadrante
central cuadrantes 3. (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Camara Neubauer
Fuente: Rebeca Curipoma

Para determinar el nimero de bacterias por mL fue necesario aplicar la siguiente ecuacion:

# bact
ml

= (#bacterias/FD * Area * Profundidad) * 1000
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ANEXO 2.- DETERMINACION DE ION FERROSO (Fe?*), HIERRO TOTAL EN SOLUCION.
(Herrera, Ruiz y Fehrmann 1989; Muir y Andersen, 1997).

METODO ION FERROSO

® o o T

Agregar 0,1 mL de la muestra con una concentracion de Fe?* en el rango 10-100 mg/L
(preparar blanco con Agua pH 2. Para muestras mas concentradas diluir con Agua pH
2.

Agregar 1 mL del Reactivo NaF y agitar.

Agregar 1 mL del Reactivo de Trabajo.

Agregar 1 mL de Agua pH 2.

Esperar 5 minutos y medir absorbancia a 510 nm (Abs < 0,800) contra blanco de Agua
pH 2. Determinar concentracién por comparacion con curva de calibrado de
FeS04.7H20.

METODO HIERRO TOTAL

"o oo T

Agregar 0,1 mL de la muestra con una concentracion de Fetta €n el rango 10-100
mg/L (preparar blanco con Agua pH 2. Para muestras mas concentradas diluir con
Agua pH 2.

Agregar 0,1 mL del Reactivo Hidroxilamina.

Agregar 1 mL del Reactivo NaF y agitar.

Agregar 1 mL del Reactivo de Trabajo.

Agregar 1 mL de Agua pH 2.

Esperar 5 minutos y medir absorbancia a 510 nm (Abs < 0,800) contra blanco de Agua
pH 2. Determinar concentracién por comparacion con curva de calibrado de
FeS04.7H20.

El blanco contiene todos los reactivos excepto la muestra que se reemplazar por agua

destilada.
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ANEXO 3.- DETERMINACION DE SULFATOS (Gonzélez, 1999)

PROCEDIMIENTO:

o

@ ™o a0

Tomar una muestra y realizar un factor de diluciéon a un aforo de 2mL

Colocar la muestra diluida en un tubo de ensayo y afiadir 0.1 mL de reactivo
condicionante.

Agitar continuamente durante 3 minutos.

AnRadir cloruro de bario con la ayuda de una espatula y agitar por un minuto.

Medir absorbancia a 520 nm durante 4 minutos, tomando como el valor maximo.

Se toma como blanco a una muestra que no se afiade cloruro de bario.

Para la curva de calibrado se realizé soluciones estandares de Na»>SO4 anhidro en un
rango de 10 - 100 ppm. Estas soluciones se procesan y se leen de manera idéntica a

la solucién problema.
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ANEXO 3.- ANALISIS POST-HOC DE TUKEY

La Tabla 3.1 nos indica que existen diferencias significativas entre las concentraciones de
galactosa de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35 %, con valores de p<0.05.

Tabla 3.1. Andlisis post-hoc de Tukey para la adherencia del cultivo de A. thiooxidans adaptadas a

galactosa
Variable () J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
dependiente Galactosa Galactosa de medias tipico 95%
(I-) Limite Limite
inferior superior
,15 -25,85000" , 73739 ,000 -28,8518 -22,8482
,00 ,25 ,80000 ,73739 ,716 -2,2018 3,8018
,35 8,20000" , 73739 ,001 5,1982 11,2018
,00 25,85000" , 73739 ,000 22,8482 28,8518
,15 ,25 26,65000" ,73739 ,000 23,6482 29,6518
,35 34,05000" ,73739 ,000 31,0482 37,0518
Proteina
,00 -,80000 ,73739 ,716 -3,8018 2,2018
,25 ,15 -26,65000" , 73739 ,000 -29,6518 -23,6482
35 7,40000" , 73739 ,002 4,3982 10,4018
,00 -8,20000" , 73739 ,001 -11,2018 -5,1982
35 ,15 -34,05000" , 73739 ,000 -37,0518 -31,0482
,25 -7,40000" , 73739 ,002 -10,4018 -4,3982
,15 -14,55000" ,98107 ,000 -18,5438 -10,5562
,00 .25 -8,65000" ,98107 ,003 -12,6438 -4,6562
.35 7,00000° ,98107 ,007 3,0062 10,9938
,00 14,55000" ,98107 ,000 10,5562 18,5438
,15 ,25 5,90000" ,98107 ,013 1,9062 9,8938
,35 21,55000" ,98107 ,000 17,5562 25,5438
Células
,00 8,65000" ,98107 ,003 4,6562 12,6438
,25 ,15 -5,90000" ,98107 ,013 -9,8938 -1,9062
,35 15,65000" ,98107 ,000 11,6562 19,6438
,00 -7,00000" ,98107 ,007 -10,9938 -3,0062
,35 ,15 -21,55000" ,98107 ,000 -25,5438 -17,5562
,25 -15,65000" ,98107 ,000 -19,6438 -11,6562

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Rebeca Curipoma.
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La tabla 3.2 nos indica que existen diferencias significativas entre las con concentraciones de

hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L, con valores de significancia menores a 0.05.

Tabla 3.2. Andlisis post-hoc de Tukey para la adherencia del cultivo de L. ferrooxidans adaptadas a

hierro
Variable () Hierro (J) Hierro | Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
dependiente medias (I-J) tipico 95%
Limite Limite
inferior superior
18,00 1,75000 1,40979 ,637 -3,9890 7,4890
9,00 27,00 -18,25000"|  1,40979 ,001 -23,9890 -12,5110
36,00 -7,00000" 1,40979 ,026 -12,7390 -1,2610
9,00 -1,75000 1,40979 ,637 -7,4890 3,9890
18,00 27,00 -20,00000"|  1,40979 ,001 -25,7390 -14,2610
36,00 -8,75000" 1,40979 ,012 -14,4890 -3,0110
Proteina
9,00 18,25000"( 1,40979 ,001 12,5110 23,9890
27,00 18,00 20,00000"| 1,40979 ,001 14,2610 25,7390
36,00 11,25000"( 1,40979 ,005 5,5110 16,9890
9,00 7,00000" 1,40979 ,026 1,2610 12,7390
36,00 18,00 8,75000" 1,40979 ,012 3,0110 14,4890
27,00 -11,25000" 1,40979 ,005 -16,9890 -5,5110
18,00 -,70000 ,69642 ,756 -3,56350 2,1350
9,00 27,00 -20,80000" ,69642 ,000 -23,6350 -17,9650
36,00 -11,10000" ,69642 ,000 -13,9350 -8,2650
9,00 ,70000 ,69642 ,756 -2,1350 3,56350
18,00 27,00 -20,10000" ,69642 ,000 -22,9350 -17,2650
36,00 -10,40000" ,69642 ,000 -13,2350 -7,5650
Células
9,00 20,80000" ,69642 ,000 17,9650 23,6350
27,00 18,00 20,10000" ,69642 ,000 17,2650 22,9350
36,00 9,70000" ,69642 ,001 6,8650 12,5350
9,00 11,10000° ,69642 ,000 8,2650 13,9350
36,00 18,00 10,40000" ,69642 ,000 7,5650 13,2350
27,00 -9,70000" ,69642 ,001 -12,5350 -6,8650

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Rebeca Curipoma
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La tabla 3.3 y 3.4 nos indica que existen diferencias significativas entre las con

concentraciones de hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L, con valores de significancia menores a 0.05.

Tabla 3.3. Anadlisis post-hoc de Tukey para la proteina adherencia del consorcio formado por A.

thiooxidans y L. ferrooxidans adaptadas a diferentes inductores (hierro y galactosa). Donde:

30 Lf/70At (1), 40Lf/60At (2), 50Lf/50At (3), 60Lf/40At (4), 7OLF/30At (5) % Viv.

Variable ) J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
dependiente Consorcios Consorcios de medias tipico 95%
(I-9) Limite Limite
inferior superior
2,00 1,85000| 1,72134 ,813 -5,0552 8,7552
3,00 1,75000| 1,72134 ,839 -5,1552 8,6552
100 4,00 -19,05000"| 1,72134 ,001 -25,9552 -12,1448
5,00 ,70000 | 1,72134 ,992 -6,2052 7,6052
1,00 -1,85000 | 1,72134 ,813 -8,7552 5,0552
3,00 -,10000| 1,72134| 1,000 -7,0052 6,8052
2,00 4,00 -20,90000"| 1,72134 ,000 -27,8052 -13,9948
5,00 -1,15000 | 1,72134 ,955 -8,0552 5,7552
1,00 -1,75000 | 1,72134 ,839 -8,6552 5,1552
2,00 ,10000 | 1,72134| 1,000 -6,8052 7,0052
Proteina 300 4,00 -20,80000"| 1,72134 ,000 -27,7052 -13,8948
5,00 -1,05000 | 1,72134 ,967 -7,9552 5,8552
1,00 19,05000" | 1,72134 ,001 12,1448 25,9552
2,00 20,90000"| 1,72134 ,000 13,9948 27,8052
00 3,00 20,80000"| 1,72134 ,000 13,8948 27,7052
5,00 19,75000" | 1,72134 ,000 12,8448 26,6552
1,00 -, 70000 | 1,72134 ,992 -7,6052 6,2052
2,00 1,15000 | 1,72134 ,955 -5,7552 8,0552
>0 3,00 1,05000( 1,72134 ,967 -5,8552 7,9552
4,00 -19,75000"| 1,72134 ,000 -26,6552 -12,8448

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Rebeca Curipoma
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Tabla 3.4. Andlisis post-hoc de Tukey para las células adheridas del consorcio formado por A.

thiooxidans y L. ferrooxidans adaptadas a diferentes inductores (hierro y galactosa). Donde:
30 Lf/70At (1), 40Lf/60At (2), 50Lf/50At (3), 60Lf/40At (4), 70Lf/30At (5) % viv.

Variable ) J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
dependiente Consorcios Consorcios de medias tipico 95%
(I-J) Limite Limite
inferior superior
2,00 3,15000| 1,42618 ,308 -2,5711 8,8711
3,00 -1,85000| 1,42618 ,705 -7,5711 3,8711
100 4,00 -16,40000"| 1,42618 ,000 -22,1211 -10,6789
5,00 -4,90000| 1,42618 ,087 -10,6211 ,8211
1,00 -3,15000 | 1,42618 ,308 -8,8711 2,5711
3,00 -5,00000| 1,42618 ,081 -10,7211 7211
2,00 4,00 -19,55000"| 1,42618 ,000 -25,2711 -13,8289
5,00 -8,05000" | 1,42618 ,013 -13,7711 -2,3289
1,00 1,85000( 1,42618 ,705 -3,8711 7,5711
2,00 5,00000| 1,42618 ,081 -, 7211 10,7211
Células 3,00
4,00 -14,55000"| 1,42618 ,001 -20,2711 -8,8289
5,00 -3,05000| 1,42618 ,331 -8,7711 2,6711
1,00 16,40000" | 1,42618 ,000 10,6789 22,1211
2,00 19,55000" | 1,42618 ,000 13,8289 25,2711
00 3,00 14,55000" | 1,42618 ,001 8,8289 20,2711
5,00 11,50000" | 1,42618 ,003 5,7789 17,2211
1,00 4,90000| 1,42618 ,087 -,8211 10,6211
2,00 8,05000" | 1,42618 ,013 2,3289 13,7711
>0 3,00 3,05000| 1,42618 ,331 -2,6711 8,7711
4,00 -11,50000"| 1,42618 ,003 -17,2211 -5,7789

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Rebeca Curipoma
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ANEXO 4.- FOTOS

Figura 3.21 Cultivo del microorganismo Figura 3.22. Adaptacion del microorganismo
A.thiooxidans. A.thiooxidans a galactosa.

L Tenooxidans : 7. 3
Boooag ) x,

Figura 3.23. Cultivo del microorganismo Figura 3.24. Adaptacion del cultivo del

L. ferroxidans. microorganismo L. ferroxidans a

hierro.
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Figura 3.25. Inoculacién de proporcion de cada especie microbiana sobre el mineral aurifero

refractario.

Figura 3.27. Camara de Petroff-Hausser

Figura 3.26. Microscopio para conteo celular.
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Figura 3.28. Control de pH

Figura 3.29. Determinacion de proteina

Figura 3.30. Centrifugacion de determinar
proteina. Figura 3.31. Espectro UV visible.
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