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RESUMEN

La biooxidacion en la industria se utiliza como un pre-tratamiento para la recuperacion de
oro. Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) estan relacionadas con la formacién de
biopeliculas y junto con los iones férricos oxidan el mineral aurifero. Por esta razén el
objetivo principal de esta investigacion fue inducir la produccion de EPS en cultivos
microbianos de las especies Leptospirillum ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans. Los
microorganismos empleados fueron Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum
ferrooxidans, los cuales crecieron a pH 1.8 y 1.3 respectivamente y a una temperatura de
30°C. Ademaés, fueron adaptados a diferentes concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25 y
0.35%), hierro (9, 18, 27 y 36 g/L) y 2% p/v de mineral. Se determinaron las cinéticas de
crecimiento, produccién de EPS, oxidacion de hierro y sulfatos. Las mayores cantidades de
EPS en Acidithiobacillus thiooxidans se obtuvieron utilizando 0.25% de galactosa, mientras
que para los cultivos de Leptospirillum ferrooxidans la mayor produccién se obtuvo con una
concentracion de hierro de 27 g/L. El mineral induce la produccion de EPS, pero en menor

cantidad a los inductores antes mencionados.

Palabras clave: biooxidacion, EPS, galactosa, ion férrico, Acidithiobacillus thiooxidans,

Leptospirillum ferrooxidans.



ABSTRACT

In the industry biooxidation is used as a pre-treatment for gold recovery. The extracellular
polymeric substances (EPS) are related to biofilm formation and, together, with the ferric ions
they oxidize the mineral. For this reason the main objective of this research was inducting the
production of EPS in microbial cultures of the species Leptospirillum ferrooxidans and
Acidithiobacillus thiooxidans. The microorganisms used were Acidithiobacillus thiooxidans
and Leptospirillum ferrooxidans, which grew at pH = 1.8 and 1.3 respectively and with a
temperature of 30 °C. They were also adapted to different galactose concentrations of (0,
0.15, 0.25 and 0.35%), iron (9, 18, 27 and 36 g / L) and 2% p/v of ore. Growth kinetics, EPS
production, oxidation of iron and sulphates were determined. The highest amounts of EPS in
Acidithiobacillus thiooxidans cultures were obtained using 0.25% of galactose, while for the
Leptospirillum ferrooxidans cultures the highest production of EPS was obtained with an iron
concentration of 27 g/L. The mineral induces the production of EPS, but in a fewer extent to
the inducers mentioned before.

Key words: biooxidation, EPS, galactose, ferric ion, Acidithiobacillus thiooxidans,

Leptospirillum ferrooxidans.



INTRODUCCION

La biooxidacién es un proceso que se utiliza en la mineria como pre-tratamiento de menas
auriferas refractarias previo a la cianuracién (Ospina et al., 2012). Dentro de este proceso
los microorganismos acidofilos como Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans o Leptospirillum ferrooxidans son los mas importantes para la extraccion de
metales a partir de minerales sulfurados (Harneit et al., 2006). Estos microorganismos
pueden construir estructuras como las biopeliculas, las cuales son comunidades de
microorganismos rodeadas de sustancias poliméricas extracelulares (EPS - de sus siglas en
inglés) (Aguirre, 2012, Karatan y Watnick, 2009). Las EPS son mezclas complejas de
polimeros generados por estos microorganismos, se componen principalmente de
carbohidratos y proteinas. Se cree que las EPS junto con los iones férricos concentrados
dentro de esta oxidan el mineral (He, Yang, Zhou, Hu, & Zhong, 2014). Estas sustancias
cumplen dos funciones importantes durante el proceso de biooxidacién como son: enlazar a
los microorganismos a la superficie mineral y facilitar la accion oxidante del hierro (lll) sobre
el sulfuro metalico (Sand et al., 2005).

Por esta razon el objetivo de este estudio fue inducir la produccion de sustancias poliméricas
extracelulares en cultivos microbianos de las especies Leptospirillum ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans y compararlas frente a la produccion de EPS sin inductores en

dichas especies.

Por lo tanto en el capitulo 1 se presenta el marco tedrico, el cual describe las bases para la
comprension del proceso de biooxidacion y la produccién de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS). Se describe el tipo de microorganismos acidoéfilos que intervienen, sus
mecanismos de accion, ademas se mencionan las condiciones fisicas y quimicas que se
deben considerar antes y durante la adaptacion de los microorganismos para la produccién
de EPS. Finalmente se describe la funcién de los inductores para obtener una mayor

produccion de EPS y su uso en la biooxidacion.

En el capitulo 2 se detalla la metodologia utilizada para la adaptacibn microbiana y
obtencion de EPS a partir de los microorganismos acidofilos, el disefio experimental que se

utilizg, y técnicas analiticas que permitieron cuantificar la cantidad de EPS obtenida.



El capitulo 3 muestra los resultados obtenidos en el estudio, los métodos estadisticos
utilizados para el andlisis de resultados. Ademas se presentan las cinéticas de crecimiento
bacteriano y cantidad de EPS obtenida.

Finalmente se encuentran las conclusiones y recomendaciones obtenidas a partir de los

resultados de este estudio.

En el presente estudio se logré determinar que el uso de galactosa, hierro y mineral tienen
una gran influencia en la produccion de EPS, ya que al someter los cultivos microbianos a

dichos inductores la concentracion de expolimeros fue mayor.

Los objetivos propuestos en esta investigacion, tuvieron gran alcance puesto que se logré
una adecuada adaptacion de los microorganismos a los inductores (galactosa e ion férrico) y
posteriormente se obtuvo mayores cantidades de EPS, lo que demuestra la influencia que
tienen en la producciébn de exopolimeros. Durante estos bioensayos (adaptacion vy
extraccion de EPS) se determind la concentracion de pH, Fe?*, Fe total, sulfatos y conteo
celular. Por ultimo se cuantificé la producciéon de EPS en mg/L, EPS por célula y EPS total

en presencia de los inductores (ion férrico, galactosa y mineral).

Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo mediante la medicién de pardmetros como:
hierros, sulfatos, concentracion celular y pH, esto con la finalidad de encontrar el tiempo
maximo de crecimiento celular. Por otro lado en el tiempo establecido en las cinéticas de
crecimiento se realizd la extraccion de EPS, el cual se cuantific6 por medio de la

concentracion de carbohidratos y proteinas en mg/L.



CAPITULO |



1. MARCO TEORICO

1.1. Objetivos.

Objetivo General

Inducir la produccién de sustancias poliméricas extracelulares en cultivos microbianos de las
especies Leptospirillum ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans y compararlas frente a la

produccién de EPS sin inductores en dichas especies.
Objetivos especificos

Determinar la capacidad inductora de la galactosa en la produccion de sustancias
poliméricas extracelulares en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans.

Determinar la capacidad inductora del hierro en la produccion de sustancias poliméricas

extracelulares en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans.

Determinar la capacidad inductora de un mineral aurifero refractario en la produccién de
sustancias poliméricas extracelulares en cultivos de Leptospirilum ferrooxidans vy

Acidithiobacillus thiooxidans.

Hipotesis de trabajo

Ho: La presencia de hierro, galactosa y mineral no induce la produccién de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) en los microorganismos Leptospirillum ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans, en aproximadamente un 30% mAas con respecto a la

produccion de EPS en ausencia de estos.

H:: La presencia de hierro, galactosa y mineral induce la produccién de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) en los microorganismos Leptospirillum ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans, en aproximadamente un 30% mas con respecto a la

produccion de EPS en ausencia de estos.



1.2. Biomineria.

La biomineria se encarga de la extraccion de metales de interés como oro, cobre, uranio,
etc. a partir de minerales sulfurados con ayuda de microorganismos aciddfilos, volviéndolos
mas susceptibles a la disolucion. Esta técnica permite reducir costos de operacion y genera

un menor impacto ambiental (Rawlings y Johnson, 2007).

1.3. Biooxidacion.

Este método se utiliza como pretratamiento de menas auriferas refractarias previo al
proceso de cianuracién, en el cual intervienen microorganismos acidoéfilos que tienen la
capacidad de oxidar sulfuros metalicos debido a que obtienen su fuente de energia de
compuestos inorganicos como el hierro y el azufre, esta particularidad de los
microorganismos permite la liberacion del oro a partir de los sulfuros metalicos como pirita,

arsenopirita, entre otros (Ospina et al., 2012).

1.4. Microorganismos que intervienen en el proceso de biooxidacion.

Los microorganismos utilizados en la biooxidacion tienen caracteristicas especiales, debido
a que tienen la capacidad de oxidar sulfuros metalicos y obtener su fuente de energia a
partir de compuestos inorganicos como hierro y azufre (Ospina et al., 2012), son autétrofos
porque asimilan directamente CO. del aire y ademas son acidofilos, gracias a su gran
resistencia a ambientes acidos (Rossi, 1990; Rosales et. al., 2001; Mejia, 2010). Los
géneros Acidithiobacillus y Leptospirillum son los mas relevantes dentro del proceso de
biooxidacién, ya que se hallan de modo natural en los depésitos de minerales y catalizan la
solubilizacién de los sulfuros metalicos por reacciones de oxidacion para utilizar la energia

quimica liberada en su metabolismo (Leuze & Farrow, 2011).

1.4.1. Género Acidithiobacillus.

El género Acidithiobacillus comprende bacterias capaces de adquirir energia de la catalisis
oxidativa de compuestos reducidos de azufre utilizando oxigeno como aceptor final de
electrones. Dentro de este género existen algunas especies que son capaces de resistir
bajos valores de pH, son mesofilas debido a que actian a temperaturas intermedias (20-
30°C) y autotréfas, pues utilizan el CO, como fuente de carbono. Algunas bacterias de este
género tales como Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans, tienen una
accion importante en la solubilizacion de metales a partir de minerales sulfurados de baja
ley (Semenza & Curutchet, 2000).



1.4.1.1. Acidithiobacillus ferrooxidans.

Esta bacteria es un Gram-negativa, que se desarrolla de manera 6ptima a 30°C y pH=2, sin
embargo puede crecer a valores de pH menores siendo un pH=1 su limite. Es un bacilo no
patdgeno que mide entre 0.5 a 0.6 um de ancho por 1 a 2 uym de largo, con extremos
redondeados (Daoud & Karamanev, 2006). Estas bacterias son abundantes en ambientes
asociados con minerales como pirita, depédsitos de carbén y en drenajes acidos de zonas
mineras. Es un organismo dominante en la biomineria principalmente en el proceso de

biolixiviacion de minerales (Valdés et al., 2008).

1.4.1.2. Acidithiobacillus thiooxidans.

Son bacterias Gram-negativas que tienen forma de barras con extremos redondeados,
miden de 0.30 a 0.60 pum de ancho por 0.90 a 3.00 um de longitud. Se adapta a pH menores
a 2, siendo su valor 6ptimo de trabajo pH=1.8, ademas trabaja a temperaturas de entre 20-
30°C. Son bacterias quimiolitétrofas, obtienen su energia a través de compuestos
inorganicos de azufre elemental, sulfuro de hidrégeno, tiosulfato y otros compuestos
reducidos de azufre (Lopez, 2007; Mejia, 2010).

1.4.2. Género Leptospirillum.

El género Leptospirillum se encuentra formado por bacterias Gram negativas con una
morfologia tipica de vibrio a espirilo, aunque puede variar hacia coco o pseudococos. Son
bacterias con caracter pleomoérfico, esto indica que su morfologia varia conforme a las
condiciones ambientales. Se trata de un microorganismo aciddfilo, que crece en rangos de
pH 6ptimos comprendidos entre 1.3 y 4.0 y un limite inferior de 1.1. Son mesdfilos, ya que
su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre 20-30°C. Las bacterias de este
género crecen mediante la oxidacion de hierro, el cual puede proporcionarse como sulfato

ferroso y sulfuros metalicos como la pirita (Hippe, 2000).

1.4.2.1. Leptospirillum ferrooxidans.

Son bacterias Gram-negativas de forma espiral, con un ancho de 0.3 a 0.5 umy de 0.9 a 3
pum de largo, se desarrolla de manera éptima a 30°C y a pHs entre 1.0 a 1.8 (Rossi, 1990;
Rosales et al., 2001). Son aerobios y quimiolitétrofos, solo pueden utilizar el Fe?* como
donador de protones, no se inhibe en presencia de Fe®, por esta razén se utiliza en

procesos de biooxidacion de minerales sulfurados (Rosales et al., 2001).



1.5. Mecanismos de biooxidacion.

Los microorganismos que intervienen en el proceso de biooxidacién actian a través de dos
rutas bioquimicas establecidas por la disolucion acida de los sulfuros: mecanismo via
polisulfuro-azufre y por via tiosulfato, las cuales se denominan a su vez mecanismo de no-
contacto y mecanismo de contacto respectivamente (Donati, 2006). Los mecanismos
mencionados anteriormente operan de acuerdo a la especie mineral que va a ser oxidada
(Cardenas et. al., 2004). A continuacion se detalla cada uno de los mecanismos

establecidos.

1.5.1. Mecanismo via tiosulfato o de contacto.

Los sulfuros metalicos como la pirita, arsenopirita, entre otros pueden solamente ser
atacados por un agente oxidante como el hierro Ill como se muestra en la Figura 1.1 (Sand
et. al., 2001). A bajo pH la velocidad de oxidacion quimica de la pirita esta controlada por los
iones férricos, mientras que a un pH neutro, los iones férricos (Fe**) son aceptores finales de
electrones. Este mecanismo se denomina via tiosulfato debido a que este ib6n es la especie
gquimica intermedia mas importante, el hierro hexahidratado acumulado generalmente en las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) destruyen los enlaces entre el hierro y el
disulfuro de la red cristalina de la pirita, transformandose este Ultimo en ion tiosulfato
(Ballester, 2005). En la disolucién de la pirita se detectan iones Fe (Il) y tiosulfato, los cuales
son oxidados por las bacterias al estado trivalente del hierro, mientras que el i6n tiosulfato
es oxidado a sulfato. Ademas, se presentan azufre elemental y pentationato como

subproductos en pequefias cantidades (Ballester, 2005).
Este mecanismo tiene dos funciones principales:

La primera en la cual la adherencia de las bacterias a la superficie del sulfuro se da a través
de una capa de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), en donde existen iones férricos
(Fe®*"). La carga positiva de estas sustancias permite que la adherencia del sulfuro metalico
se cargue negativamente (Cardenas et al., 2004). La segunda en la que los sulfuros
metalicos como la pirita (FeS;), son oxidados por este mecanismo, aqui el enlace quimico
entre el azufre y el metal se rompe luego de seis pasos sucesivos de oxidacion electronica,
siendo el primer intermediario el tiosulfato, que posteriormente es oxidado via tetrationato y
otros politionatos, hasta llegar a sulfato (Cardenas et al., 2004; Donati, 2006; Rossi, 1990).

Esto se describe en la Rx 1:



FeS, + 6 Fe3t + 3 H,0 - 7Fe?* + S,0%~ + 6H™ (Rx. 1)

Cuando las bacterias se adhieren a la superficie mineral, el ion férrico contenido en el
exopolimero ataca al sulfuro metdlico de forma indirecta (Rx. 1), produciendo Fe?* y
tiosulfato. Este Ultimo reacciona generando tetrationatos, acido disulfano-monosulfénico y
tritionato, hasta llegar a sulfato, de acuerdo reaccion global (Rx.2) (Cardenas et al., 2004;
Mejia, 2010). Finalmente, el ion ferroso es oxidado a ion férrico por las bacterias y reciclado
dentro del exopolimero (Schippers & Sand, 1999).

S,03” + 8 Fe3* + 5H,0 — 8Fe?t + S0~ + 10 H* (Rx.2)
Mecanismo
del tiosulfato
Fe'* —
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Figura 1.1 Mecanismos de tiosulfato en la biolixiviacién de metales sulfurado)
Fuente: Sand, 2001.
Elaborado por: Sand, 2001.

1.5.2.  Mecanismo via polisulfuro-azufre o de no contacto.

En este mecanismo los minerales sulfurados pueden ser lixiviados mediante un ataque
oxidativo de Fe®** o mediante ataque &cido, por protones H*. Esto implica que la biolixiviacion
se lleva a cabo tanto por bacterias hierro-oxidantes como azufre-oxidantes, por esta razén
las bacterias mas importantes dentro de este mecanismo son las A. ferrooxidans, ya que
poseen ambas capacidades oxidativas. Como subproducto de este mecanismo se obtiene
un compuesto insoluble de azufre, el cual a medida que avanza la lixiviacion se almacena
creando una capa impermeable sobre la superficie del mineral, esto impide la accion de los
agentes lixiviantes. Los microorganismos utilizan este compuesto para mantener la acidez
del medio, mediante la oxidacion de azufre, que genera protones. Los minerales de cobre

son los més utilizados en este mecanismo (Quintana, Ly, Bauer, & Espinoza, 1995).
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1.6. Sustancias poliméricas extracelulares.

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) o también denominados exopolisacaridos
son uno de los principales componentes de las biopeliculas. Se encuentran compuestas de
proteinas, azlcares, lipidos, carcohidratos, ADN y fragmentos celulares cuya composicion y
concentraciéon puede variar dependiendo de los microorganismos y las condiciones
medioambientales (Wingender et al., 1999). Dichas sustancias cumplen dos funciones
importantes en el proceso de biooxidacién, la primera enlazando a los microorganismos a la
superficie mineral mediante fuerzas electrostaticas e interacciones hidrofobicas y la segunda

facilitando la accién oxidante del hierro (lll) sobre el sulfuro metalico (Sand et al., 2005).

Estas sustancias juegan un rol preponderante en la unién de las células al mineral en el
proceso de biooxidacién. En el caso de bacterias como A. ferrooxidans y L. ferrooxidans,
estos exopolimeros contienen otros constituyentes como acido glucurénico e ion férrico
(Fe®*"), los cuales degradan la estructura mineral. Las caracteristicas fisico-quimicas del
medio ambiente ayudan a la formacién de EPS durante la biooxidacién (Genrke et al.,
1995). Ademds, los microorganismos cambian la composicion del EPS de acuerdo al

sustrato que metabolizan (Sand W y Gehrke T, 2006).

Figura 1.2 Leptospirillum ferrooxidans: (A) Sin EPS y (B) Con EPS.
Fuente: Rojas-Chapana; Tributsch, 2004
Elaborado por: Rojas-Chapana; Tributsch, 2004

1.6.1. Inductores en la produccién de EPS.

Los EPS se encuentran mayormente asociados como una respuesta generada por los
microorganismos al estrés frente a condiciones desfavorables. Sin embargo, existen algunas
estrategias que se han propuesto para producir mayores cantidades de EPS, en células
plantonicas, tales como: adicion de galactosa y hierro a los cultivos microbianos.
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1.6.1.1. Adicion de galactosa a los cultivos microbianos.

En cultivos de A. ferrooxidans, se presenta una via de catabolismo de galactosa (Figura
1.3.), la misma que se enfoca principalmente en la produccién de EPS. Sin embargo, existen
antecedentes que indican que azlcares como la galactosa generan toxicidad en este tipo de
células microbianas, esto provoca la inhibicibn de los microorganismos y una mayor
produccién de EPS como mecanismo de defensa en respuesta al uso de este azlcar
(Barreto et al., 2005).

OH OH O
HOY HO Galactose-1-P H
H Galacrokinase H ; ferase HO 0
HO — ~— HO HO
Hi HO HO
OH oP
TP oF

A ADP
OH Ol
H HO
HO H Q
HO
HO gypp HO oypp
UDP-galactose
4-epimerase

Figura 1.3. Ruta de Leloir del metabolismo de galactosa

Fuente: Perry, 1996.

Elaborado por: Perry, 1996.
En un estudio presentado por (Barreto et al., 2005) se indica que el uso de galactosa en una
concentracion de 0.25 % incrementa la produccion de EPS por parte de los
microorganismos. Esto sugiere que la adicion de galactosa en otros cultivos como A.

thiooxidans incrementaria la producciéon de EPS.

1.6.1.2. Desarrollo de cultivos microbianos en presencia de hierro.

Mediante un estudio se determind que células de A. ferrooxidans y L. ferrooxidans
cultivadas en pirita, poseen mayor concentracioén de hierro y producen mayores niveles de
EPS que las células cultivadas en sulfato ferroso y azufre elemental, esto nos indica que la
concentracion de hierro en los cultivos microbianos esta ligada a una mayor produccion de
EPS (Gehrke et al., 1998 y Sand et al., 2001).
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2. METODOLOGIA

2.1. Andlisis de la muestra mineral.

El mineral utilizado fue obtenido del distrito minero Bella Rica, se trata de un material
polimetalico el cual se encuentra constituido especialmente por pirita y calcopirita con un
porcentaje de 17 y 2% para cada uno de estos.(Coop. Minera Bella Rica, 2012).

2.1.1. Procesamiento del mineral.

Las muestras se procesaron por gravimetria obteniendo un concentrado de sulfuros
minerales, que posteriormente fue molido por aproximadamente 40 minutos en molino de
bolas hasta obtener un pasante D80 de 200 mallas o 75 ym. Se realizaron analisis de
Difraccion de Rayos X y absorcion atémica para determinar la composicion mineraldgica y
gquimica de esta muestra, la misma que esta principalmente compuesta por cuarzo, pirita y

calcopirita.

2.2. Activacion y propagacion de los microorganismos Leptospirillum ferrooxidans
DSM 27057 y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887".

Los microorganismos acidofilos utilizados fueron Leptospirillum ferrooxidans DSM 27057 y
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 148877, los cuales se cultivaron en un medio definido,
tomando como base el medio propuesto por Kim et al (2002), con sulfato ferroso y azufre

elemental como fuente de energia respectivamente de acuerdo a las Tablas 2.1y 2.2.

Tabla 2.1. Composicién del medio de cultivo para el cultivo de
Leptospirillum ferrooxidans DSM 27057

Compuesto Concentracion (g/L)
KCI 1,0
MgS0Oa4.7H20 0,2
(NH4)H2PO4 2,6
FeS04.7H20 44
pH (ajustado a 1,8 con H2SO4 10N)

Fuente: Aguirre et al., (2017)

Elaborado por: El autor
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Tabla 2.2. Composicién del medio de cultivo para el cultivo de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 148877

Compuesto Concentracion (g/L)
KCI 1,0
MgS0Oa4.7H20 0,2
(NH4)H2PO4 2,6
Azufre elemental 10
pH (ajustado a 1,8 con H2SO4 10N)

Fuente: Aguirre et al., (2017)
Elaborado por: El autor

La activacion de Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705 y Acidithiobacillus thiooxidans DSM
148877 se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL del medio de cultivo, el
cual se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 121°C, esterilizando por separado el
sulfato ferroso y el azufre elemental que sirven como fuente de energia de L. ferrooxidans
DSM 27057y A. thiooxidans DSM 14887 respectivamente. El azufre se esteriliz6 a 105°C
por 24 horas, mientras que la solucién de sulfato ferroso se esteriliz6 a través de un flitro
miliporo de 0.45 um. Para la activacion de los microorganismos se procedio a realizar sub-
cultivos con el medio descrito anteriormente. Los cultivos de L. ferrooxidans y A. thiooxidans
se consideraron adaptados cuando el ion ferroso y el azufre elemental fueron oxidados por

completo para cada caso y los conteos celulares eran similares al control.

2.3. Cinéticas de crecimiento en cultivos de A. thiooxidans DSM 148877y L.
ferrooxidans DSM 2705".

Se determinaron cinéticas de crecimiento en las cuales se midié hierros en el caso de L.
ferrooxidans y sulfatos en A. thiooxidans, ademas se registr6 pH y conteo celular. Las
condiciones de cultivo establecidas fueron de 30°C y 180 rpm en un agitador orbital marca
Thermo scientific con pH inicial de 1.8 y 1.3 para los cultivos de A. thiooxidans DSM 148877

y L. ferrooxidans DSM 2705" respectivamente.

2.4. Produccion de EPS en Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887T utilizando

galactosa como inductor.

Los microorganismos activos, se cultivaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL a diferentes
concentraciones de galactosa (0,15; 0,25 y 0,35 %), las cuales se utilizaron como inductores

para la produccién de EPS. La extraccion de EPS se realizé en un tiempo de 24 horas para
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todos los cultivos. La agitacion se llevo a cabo mediante un agitador orbital marca Thermo
Scientific a 180 rpm y 30°C de temperatura. Los valores obtenidos de EPS se compararon
con cultivos microbianos desarrollados en ausencia del inductor y con los cultivos de

Leptospirillum ferrooxidans adaptados previamente a ién férrico.

2.5. Producciéon de EPS en Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705" utilizando ion

férrico como inductor.

Para llevar a cabo la obtencion de EPS utilizando ion férrico como inductor en L.
ferrooxidans DSM 27057, se adapt6 los cultivos a una concentracion de 9 g/L de hierro, para
luego escalar a las concentraciones de 18, 27 y 36 g/L, considerando un volumen de
inoculo de 10%. La extraccion de EPS se realiz6 en un periodo de tiempo de 21 horas para
cultivos adaptados a concentraciones de 9 y 18 g/L de hierro y 36 horas para los cultivos de
27 y 36 g/L. Los ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL. El pH inicial fue
de 1.3. La agitacion se llevé a cabo mediante un agitador orbital Thermo Scientific a 180 rpm
y 30°C de temperatura. Los valores obtenidos de EPS fueron comparados con valores
producidos en cultivos microbianos de A. thiooxidans adaptados a galactosa y con el control
(9 g/L).

2.6. Produccién de EPS en Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705y Acidithiobacillus

thiooxidans DSM 148877 utilizando un mineral como inductor.

Para llevar a cabo la produccion de EPS utilizando mineral, se procedi6 a utilizar un 2% p/v
de mineral esterilizado procedente de la zona minera de Bella Rica. El mineral fue
previamente molido hasta un tamafio de 75 um y acidificado con H,SO4 hasta obtener un pH
1.8, el control y regulaciéon de pH se realizé durante 15 dias hasta que el valor del mismo
permanezca constante. Una vez acidifcado el mineral se tomé cultivos microbianos de L.
ferrooxidans y A. thiooxidans sin previa adaptacién a inductores para realizar la extraccion
de EPS. La extraccién de EPS se realizdé en un tiempo de 24 horas para el cultivo de A.
thiooxidans y 21 horas para el cultivo de L. ferrooxidans. Los ensayos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL. La agitacion se llevo a cabo mediante un agitador orbital
marca Thermo Scientific a 180 rpm y 30°C de temperatura. Finalmente los valores obtenidos
de EPS fueron comparados con cultivos microbianos adaptados a otro inductor como hierro

y galactosa.
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2.7. Disefio experimental.

Los disefios experimentales realizados se muestran en las tablas: 2.3, 2.4y 2.5 y se detallan

a continuacion:

Tabla 2.3. Produccion de EPS utilizando galactosa como inductor

Variables independientes

Variables

Concentraciéon de

Tipo de cultivo

Parametros de

No.

Dependientes trabajo Experimentos
galactosa (%) puro
0,15 o
pH inicial : 1.8
0,25 o ) ]
035 Acidithiobacillus Cantidad de EPS | Temperatura: 30 °C
- thiooxidans (mglL) Agitacién:180 rpm
Control sin 8
galactosa
Fuente: El autor
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
Tabla 2.4. Produccion de EPS utilizando ion férrico como inductor
Variables independientes i i
Variables Parametros de No

Concentracion

Tipo de cultivo

) Dependientes trabajo Experimentos
de hierro(g/L) puro
9 . . .
Leptospirillum ) pH inicial : 1.3
18 . Cantidad de EPS
ferrooxidans Temperatura: 30 °C
27 (mg/L) o 8
% Agitacion:180 rpm

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

Tabla 2.5. Produccion de EPS utilizando un mineral aurifero refractario como fuente de energia.

Variables independientes

Acidithiobacillus

ferrooxidans,

thiooxidans

Cantidad de EPS
(mg/L)

Temperatura: 30 °C
Agitacién:180 rpm

Concentraci Variables Parametros de No
6n del Tipo de cultivo puro Dependientes trabajo Experimentos
mineral %
2 Leptospirillum o
pH inicial : 1.8

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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2.8. Anadlisis estadistico para la produccidén de EPS en cultivos de de A. thiooxidans
DSM 14887y L. ferrooxidans DSM 2705".

A partir de los resultados obtenidos se realiz6 un andlisis ANOVA con un intervalo de
confianza de 95% en el programa estadistico IBM SPSS Statistics 21, con el fin de
comprobar si la presencia de inductores (galactosa, ion férrico y mineral) incrementa la

produccion de EPS de manera significativa.
2.9. Determinaciones analiticas.

2.9.1. Determinacién del nUmero de bacterias.

La determinacién del nimero de bacterias por mililitro se realizé a través del conteo celular
en una camara de Neubauer con profundidad de 0.02 mm En esta se coloc6 una cantidad
aproximada a 10 uL de muestra entre la camara y el cubre-objetos, de esta manera se
observé en el microscopio con el lente de 100 X. Se tomé como referencia los cuadrantes
ubicados en las esquinas junto con el cuadrante central al momento de realizar el conteo
como se muestra en el Anexo 1. Para conocer el nUmero de bacterias por mL es necesario

aplicar la siguiente ecuacion:

# bact .
= (#bacterias/FD * Area * Profundidad) * 1000
Donde:
Area = 0.04 mm?

Profundidad = 0.02 mm
1000 = Factor para obtener el nimero de bacterias presentes en 1 mL

FD = Factor de dilucion.

2.9.2.  Medicién de pH.

Para la medicion de pH se calibré un electrodo marca HANNA (modelo HI 8424) utilizando
soluciones estandar de pH de 4.0 y 7.0. Posteriormente se midieron soluciones estandar de
pH 1.0y 3.0.
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2.9.3. Determinaciéon de Fe?" Fe3*' y hierro total.

El i6on ferroso se determind mediante el método de Muir, basado en la formacién de un
complejo coloreado entre Fe?* 'y 1,10-fenantrolina cuantificado mediante un
espectrofotdmetro marca Thermo Scientific (Modelo Genesys 20) a 510 nm y se comparo
con una curva de calibrado como se muestra en el Anexo 2. 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 determind por diferencia entre idn ferroso y hierro total (Herrera
et al., 1989).

2.9.4. Determinacién de Sulfatos.

El i6n sulfato en solucién se determind por un método turbidimétrico, en el cual este i6bn es
precipitado en un medio acido con cloruro de bario formando cristales uniformes de sulfato
de bario como se indica en el Anexo 3. La absorbancia de esta suspension es una medida
de la concentracion de iones sulfato, se midié en un espectrofotometro marca Thermo
Scientific (Modelo Genesys 20) a 520 nm y se compard con una curva de calibrado
(Gonzalez, 1999).

2.9.5. Extraccién de EPS a partir de los cultivos de A. thiooxidans y L.

ferrooxidans.

Los EPS fueron extraidos de la siguiente manera: treinta mL de sobrenadante de los cultivos
microbianos tomados al tiempo maximo de crecimiento: 21 y 36 horas para los cultivos de L.
ferrooxidans y 24 horas para los cultivos de A. thiooxidans, estos se centrifugaron a 58009
durante 10 minutos, posteriormente los sedimentos celulares se resuspendieron en 20 ml de
buffer PBS. Aproximadamente se utilizaron dos volimenes de resina de intercambio
catiénico Dowex (CER) con respecto al volumen de peso seco de las células. La resina
Dowex se agitd previamente durante 1 h a temperatura ambiente con buffer PBS,
posteriormente esto se afiadié a la suspension celular y se agité durante 4 horas a 100 rpm
y 4 ° C. Los extractos que contienen los EPS se recuperaron, y la mezcla de cultivos / CER
se lavo una vez con 20 ml de PBS para aumentar la recuperacion de EPS. Finalmente el
sobrenadante se centrifug6 a 4500 g durante 5 min, y se filtr6 a través de una membrana de
0,2 um. La cantidad de EPS obtenida se evalu6 mediante la determinacion de carbohidratos

y proteinas (Bellenberg et al., 2014).
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2.9.6. Determinacion de carbohidratos.

El contenido total de carbohidratos se determind mediante el método fenol-acido sulfarico, el
cual consistié en preparar en tubos de ensayo las soluciones de la curva patrén, la cual se
muestra en el Anexo 4, las muestras problema diluidas y agua destilada como blanco, a esto
se le adicion6 0.5ml del reactivo fenol al 5%, rapidamente se adiciondé 2.5ml de &cido
sulfarico tratando de que este no se deslice por las paredes del tubo, seguidamente los
tubos se agitaron uno por uno en vortex después de cada adicion para capturar los restos de
acido que se encuentren en las paredes del tubo, se dej6 incubar durante 10 minutos fuera
de la luz directa del sol, luego se colocé en bafio de agua a 30°C por 30 minutos. Finalmente
se medid la absorbancia en un espectrofotometro marca Thermo Scientific (Modelo Genesys
20) a 492nm (Dubois et al., 1956).

2.9.7. Determinacién de proteina.

El contenido de proteinas fue determinado usando el método de Bradford (1976). Se utilizd
albumina de suero de bovino (BSA) como estandar (Sigma- Aldrich). El procedimiento
consistié en agregar 100 pL de la muestra en andlisis a 5,0 mL de reactivo de Bradford,
manteniendo la mezcla estatica durante 10 min en obscuridad como se muestra en el Anexo
5; posteriormente se midié la absorbancia de la mezcla en un espectrofotémetro marca

Thermo Scientific (Modelo Genesys 20) a 595 nm en un espectrofotometro de UV-visible.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Cinéticas de crecimiento microbiano para Acidithiobacillus thiooxidans DSM
14887 y Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705.

A continuacibn se muestran las cinéticas de crecimiento de los microorganismos A.
thiooxidans adaptadas a galactosa y L. ferrooxidans adaptadas a distintas concentraciones

de hierro.

3.1.1. Cinética de crecimiento en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans DSM
14887" adaptadas a galactosa.

A las muestras previamente adaptadas a concentraciones de 0.15, 0.25 y 0.35% de
galactosa y un control sin galactosa se les realizd cinéticas de crecimiento, en donde se
determind la concentracion de sulfatos, concentracién de células y pH. En la figura 3.1 (A, B,
C y D) se observa el niumero de bacterias por mililitro en funcion del tiempo, para los cultivos
adaptados a concentraciones de galactosa de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35%. Se evidencia que en
un tiempo de 24 horas el crecimiento celular es exponencial, a partir de este tiempo se

presenta un crecimiento constante lo que indica una etapa estacionaria.

El mayor crecimiento microbiano se presenté en el control sin galactosa con un valor de
1.28x10% bacterias/mL, sin embargo los cultivos adaptados a galactosa presentan un
namero similar de microorganismos en el mismo periodo de crecimiento, como se puede
verificar en la figura 3.1; se debe indicar que el mayor crecimiento celular se dio en un
tiempo de 24 horas para todos los cultivos partiendo de un inéculo de 5x10° bacterias/mL.
Este valor se puede comparar a los presentados por Yasuhiro et. al., (1995) el cual alcanz6
un valor de 1.59x108 bacterias/mL en un periodo de 4 dias, partiendo de un in6culo de
3.58x10° bacterias/mL, esto en comparacién a los valores antes mencionados es
significativamente menor, ya que se obtuvo una mayor concentracion de células/mL en un
menor periodo de tiempo. Por otro lado los valores obtenidos a concentraciones de 0.15,
0.25 y 0.35% de galactosa pueden compararse con el control sin galactosa, ya que estos
son similares, esto teniendo en cuenta que dicha sustancia actia como un inhibidor del

crecimiento celular.
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento microbiano de A. thiooxidans DSM 148877 a
diferentes concentraciones de galactosa 0 (A), 0.15 (B), 0.25 (C) y 0.35% (D) a
pH 1.8 y 30°C.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la Tabla 3.1 se presenta la velocidad de crecimiento microbiano p (h?) para cultivos de A.
thiooxidans adaptados a concentraciones de galactosa de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35%, la
velocidad de crecimiento obtenida para el control fue de 0.090 h?, este valor es mayor al
descrito por Karavaiko et. al., (2006), en donde el valor de p fue de 0.046 h* en un cultivo
batch a condiciones de pH 1.7, se debe considerar que las condiciones de cultivo
presentadas en este estudio fueron diferentes. Para los cultivos adaptados a
concentraciones de galactosa de 0.15, 0.25 y 0.35%, las velocidades de crecimiento
obtenidas fueron de 0.081, 0.079 y 0.085 h respectivamente. Estos valores comparados
con el control son bastante similares, lo cual es un indicativo de la adaptacién del

microorganismo al inductor.

Tabla 3.1. Velocidad maxima de crecimiento para cultivos de A.

thiooxidans adaptadas a galactosa

Concentraciéon de ;
inductor (%) b (h?)
Control 0,090
0.15 0,081
0.25 0,079
0.35 0,085

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordoéfiez
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En la Figura 3.2 (A, B, C y D) se puede observar el porcentaje de oxidaciéon del ion sulfato
en funcién del tiempo para cultivos de A. thiooxidans adaptados a diferentes
concentraciones de galactosa: 0%, 0.15%, 0.25% y 0.35% respectivamente. Se puede
observar que alcanza valores cercanos al 100% en las 33 horas de crecimiento microbiano,

siendo un indicativo de la adaptacion de los microorganismos a la galactosa.
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Figura 3.2. Porcentaje de oxidacion de sulfatos (%) A. thiooxidans DSM 148877 a
concentraciones de galactosa de 0 (A), 0.15 (B), 0.25 (C) y 0.35% (D) apH 1.8 y
30°C.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la figura 3.3 se presenta el comportamiento del pH a través del tiempo de los cultivos de
A. thiooxidans adaptados a concentraciones de galactosa de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35%
respectivamente, el cual disminuye significativamente hasta las 24 horas hasta alcanzar
valores cercanos a 1.3. Como se indica en el estudio de Caicedo (2009), esto es causado
por la generacion de acido sulfurico, el cual es producido por la oxidacién del azufre
elemental, ademas esta disminucion de pH favorece una mejor oxidacion del azufre a ion

sulfato.
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Figura 3.3. Variacion de pH en funcion del tiempo, en cultivos de A. thiooxidans
a concentraciones de galactosa de 0 (B), 0.15, 0.25 y 0.35% respectivamente.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

3.1.2. Comparacion de medias de la velocidad de crecimiento en cultivos de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887".

En la Figura 3.4 se muestra la comparacion de medias de la velocidad maxima de
crecimiento en funcién de las concentraciones de galactosa, en la misma se puede observar
que el crecimiento celular es mayor en el control, sin embargo la velocidad de crecimiento
en cultivos adaptados a las concentraciones de galactosa de: 0.15, 0.25 y 0.35% es similar,

lo que indica que la galactosa retrasa el crecimiento celular pero no de manera significativa.
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Figura 3.4. Comparacion de medias para la velocidad maxima de crecimiento en
cultivos de A. thiooxidans.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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3.1.3. Cinética de crecimiento en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans DSM

2705" adaptadas aion férrico.

La adaptacion de los microorganismos a las diferentes concentraciones de hierro, se dio
partiendo de un cultivo con una concentracion de 9 g/L, para posteriormente escalar el
mismo a concentraciones mayores como 18, 27 y 36 g/L. Para verificar la adaptacion de los
microorganismos a estas concentraciones de hierro se realizé cinéticas de crecimiento, en
donde se determind la concentracién de hierro Il, hierro total, nimero de bacterias y pH, los

cuales posteriormente fueron contrastados con el control de 9 g/L.

En la figura 3.5 (A, B, C y D) se observa el nimero de bacterias/mL en funcion del tiempo,
para los cultivos adaptados a las concentraciones de hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L. Se puede
verificar que los cultivos de 27 y 36 g/L de hierro necesitan de un mayor tiempo para
consumir el ion ferroso, de ahi que su crecimiento maximo se da a las 48 horas. Por otro
lado los cultivos sometidos a concentraciones de hierro de 9 y 18 g/L necesitan de 24 horas

para alcanzar su maximo crecimiento.

El mayor crecimiento celular se present6 a una concentracioén de 9 g/L de hierro con un valor
de 1.22x108 bacterias/mL, sin embargo se puede evidenciar que para los cultivos adaptados
a las concentraciones de 18, 27 y 36 g/L de hierro el crecimiento microbiano es similar,
partiendo de un inéculo de 5x10° bacterias/mL. Este valor se puede comparar a los
obtenidos por el grupo de Sand et. al., (1992) el cual en condiciones de: pH 1.5 y 30°C de
temperatura obtuvo un valor aproximado de 8x10’ bacterias/mL en un tiempo de 10 horas.
Esto indica que a mayores periodos de tiempo como los presentados en este estudio el
namero de células aumenta significativamente. Por otro lado los valores obtenidos a
concentraciones de 18, 27 y 36 g/L de hierro pueden compararse con el cultivo de 9 g/L de
hierro, ya que estos son similares, lo que indica la adaptacion de los microorganismos a
elevadas concentraciones de hierro. Se debe tener en cuenta que concentraciones elevadas

de hierro actian como un inhibidor del crecimiento celular.
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Figura 3.5. Cinética de crecimiento microbiano de L. ferrooxidans DSM 2705" a
diferentes concentraciones de hierro 9 (A), 18 (B), 27 (C)y36 g/L (D) apH 13y
30°C.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la Tabla 3.2 se presenta la velocidad de crecimiento microbiano p (ht) en cultivos de L.
ferrooxidans adaptados a las concentraciones de hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L, la velocidad
de crecimiento obtenida para el cultivo con una menor concentracion de hierro fue de 0.072
hl. Este valor es comparable al obtenido por Breed et. al., (1999), en donde p fue de 0.046
ht a condiciones de pH y temperatura de 1.7 y 30°C respectivamente, para cultivos de L.
ferrooxidans. Por otra parte las velocidades de crecimiento obtenidas en los cultivos
adaptados a concentraciones de hierro de: 18, 27 y 36 g/L, fueron de 0.031, 0.02 y 0.012 h
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respectivamente, sin embargo se ha demostrado que este microorganismo crece mas

lentamente que A. ferrooxidans (Rawlings et al., 2003).

Tabla 3.2. Velocidad méxima de crecimiento para cultivos de L.

ferrooxidans adaptadas a ion férrico.

e | v
9 0,072
18 0,031
27 0,020
36 0,012

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordofiez

En la Figura 3.6 (A, B, C y D) se puede observar el porcentaje de oxidacion del ion ferroso
en funcioén del tiempo para cultivos de L. ferrooxidans adaptados a las concentraciones de
hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L respectivamente. Se puede evidenciar que la oxidacion alcanza
valores cercanos al 100% en un tiempo de 33 horas para las concentraciones de 9y 18 g/L,
mientras que para las concentraciones de 27 y 36 g/L el tiempo de oxidacion fue de 72
horas. Se puede evidenciar que la oxidacién se produce en menor tiempo en los cultivos de
9y 18 g/L de hierro, esto debido a que los microorganismos se encuentran en presencia de
concentraciones bajas, lo que facilita la oxidacion del sustrato, a diferencia de los cultivos de
27 y 36 g/L que logran su oxidacion en periodos de tiempo mas elevados que los antes

mencionados.
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Figura 3.6. Porcentaje de oxidacion de hierro Il (%) L. Ferrooxidans DSM 27057
a concentraciones de hierro de 9 (A), 18 (B), 27 (C) y 36 g/L (D) a pH 1.8 y 30°C.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la figura 3.7 (A y B) se presenta el comportamiento del pH a través del tiempo de los
cultivos de L. ferrooxidans adaptados a las concentraciones de hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L
respectivamente, el cual incrementa hasta las 24 horas para luego mantenerse en valores
constantes. Como indica Mufoz (2002) el incremento del pH se debe a que los
microorganismos necesitan protones para realizar la oxidacion del ion ferroso, mientras que
el pH se mantiene constante después de un periodo de tiempo debido a la producciéon de
acido sulfarico por parte de los microorganismos como se indica en el estudio Jensen y
Webb (1995).
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Figura 3.7. Variacion de pH en funcion del tiempo, en cultivos de L.
ferrooxidans a concentraciones de hierro de 9 (B), 18, 27 y 36 g/L
respectivamente.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

3.1.4. Comparacion de medias de la velocidad de crecimiento en cultivos de

Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705".

En la Figura 3.8 se muestra la comparacién de medias de la velocidad maxima de
crecimiento en funcién de las concentraciones de hierro, aqui se puede observar que el
crecimiento celular es mayor a una concentracion de 9 g/L, sin embargo la velocidad de
crecimiento en cultivos adaptados a mayores concentraciones de hierro como: 18, 27 y 36
g/L disminuye considerablemente, lo que indica que el uso de elevadas concentraciones de

hierro influyen en gran medida en el crecimiento celular.
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Figura 3.8. Comparacién de medias para la velocidad maxima de crecimiento en
cultivos de L. ferrooxidans.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
3.2. Extraccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

La extraccion de sustancias poliméricas extracelulares se realizd mediante el método de
adsorcion en resina de intercambio iénico DOWEX, en el tiempo maximo de crecimiento
celular. Se consideré como tiempos maximos de crecimiento: 24 horas para cultivos de A.
thiooxidans y para el caso de L. ferrooxidans se tomaron dos tiempos: 24 horas para los
cultivos adaptados a 9 y 18 g/L de hierro y 48 horas para los cultivos adaptados a 27 y 36
g/L.

3.2.1. Extraccién de EPS en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans adaptadas

a galactosay mineral.

La extraccion de EPS en estos cultivos se realizd cuando los cultivos llegaron a su
crecimiento maximo (24 horas), tanto para el control sin galactosa, y a las diferentes
concentraciones de galactosa de 0.15, 0.25 y 0.35% previamente adaptados. Asi mismo se
us6 un mineral refractario como fuente de energia para produccion de EPS, con el fin de

comparar la produccion de dichas sustancias en cada uno.
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Figura 3.9. EPS total (mg/L) en funcion de diferentes concentraciones de galactosa
en cultivos de A. thiooxidans a un pH 1.8 y 30°C de temperatura.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordoéfiez

En la figura 3.9 se observa la produccion de EPS total por numero de bacterias contadas al
momento de la extraccion. Los valores de EPS obtenidos en los cultivos de A. thiooxidans a
distintas concentraciones de galactosa fueron: 90.83, 132.73, 140.22 y 113.28 mg/L para: 0,
0.15, 0.25 y 0.35 %. Se debe indicar que se obtuvo una concentraciéon de EPS total de
100.26 mg/L utilizando mineral aurifero refractario como fuente de energia. Estos valores se
pueden comparar con los descritos por Gehrke et. al., (1998), el cual para un cultivo de A.
ferrooxidans utilizando azufre como fuente de energia obtuvo una concentracién de EPS
total de 1.16 mg/L con una cantidad de células/mL de 1x10'°, esto respecto a los valores
obtenidos en este estudio es relativamente menor, ya que se obtuvo una mayor cantidad de
EPS total con una menor cantidad de bacterias/mL.

Ademas se puede observar que a una concentracion de galactosa de 0.25% se generan
mayores cantidades de EPS, en comparacién con los valores obtenidos a concentraciones
de 0.15, 0.35% y del blanco sin galactosa, estos resultados concuerdan con el estudio de
Saavedra (2014) en donde al someter cultivos de A. ferrooxidans a una concentracién de
galactosa de 0.25% y 180 ppm de CO2, se obtuvo un mayor volumen de EPS el mismo fue
de 20 um3, esto en relacién a los valores obtenidos en cultivos sometidos a concentraciones
de galactosa de 0.15, 0.35% y un blanco sin galactosa, en donde para el blanco y una

concentracion de 0.15% no se evidencia presencia de EPS, mientras que para una
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concentracion de 0.35% se obtuvo un volumen de 10 um?3, relativamente bajo en

comparacion con el valor antes mencionado.
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Figura 3.10. Produccion de sustancias poliméricas extracelulares EPS (mg/L) en
funcion de la concentracidon de carbohidratos y proteinas, en cultivos de A.
thiooxidans a un pH 1.8 y 30°C de temperatura.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la figura 3.10 se observa la produccion de EPS en mg/L, en funcién de los carbohidratos
y proteinas obtenidos. Los valores de carbohidratos fueron: 31.66, 65.23, 87.44, 63.84 mg/L
a las concentraciones de: 0, 0.15, 0.25, 0.35% de galactosa, mientras que para el cultivo
sometido a mineral se obtuvo una concentracion de 59.7 mg/L. Por otro lado los valores de
proteinas obtenidos fueron de: 59.17, 67.50, 52.78, 49.44 mg/L para las concentraciones de
galactosa de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35%, mientras que para el mineral la cantidad de EPS fue de
40.56 mg/L.

Los datos obtenidos a partir de la extraccion de EPS nos indican que la mayor
concentracion de carbohidratos en cultivos de A. thiooxidans se genera a una concentracion
de galactosa de 0.25% con un valor de 87.44 mg/L, mientras que la mayor proporcion de
proteinas se da a una concentracion de 0,15% de galactosa con un valor de 67.50 mg/L.
Estas concentraciones se pueden comparar por las descritas en el estudio de Vardanyan et.
al., (2015), quien en cultivos de A. ferrooxidans a condiciones de 30°C de temperatura, 130

rpm de agitacion y un periodo de tiempo de 5 dias obtuvo valores de 91.7 y 11.3 mg/L para
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la concentracién de carbohidratos y proteinas respectivamente, esto en relacion a los datos
obtenidos en el presente estudio es significativamente menor, ya que se obtuvo una
cantidad de 87.44 y 67.50 mg/L para carbohidratos y proteinas, en un periodo de tiempo
menor el cual fue de 24 horas. Es importante mencionar que el método empleado en la
extraccion, permite obtener mayor cantidad de EPS con el menor dafio celular posible, asi
mismo este método extrae en su mayoria los carbohidratos de los expolimeros (Tapia, 2010)

3.2.2. Andlisis estadistico de la produccion de EPS en cultivos de A.

thiooxidans adaptadas a galactosa.

Se realiz6 un andlisis ANOVA de un factor en el programa estadistico IBM SPSS Statistics
21, con el fin de comprobar si el uso de galactosa como inductor incide en la produccion de
EPS, y a su vez analizar que concentracion del mismo es mas eficiente en la generacion de

dichas sustancias.

Mediante la Tabla 3.3 se indica que el uso de galactosa como inductor si influye en la
produccion de EPS, ya que el valor de p<0.05 nos indica que existen diferencias
significativas entre la produccion de dichas sustancias con y sin inductor.

Tabla 3.3. ANOVA de un factor para la produccién de EPS en cultivos de A. thiooxidans

adaptadas a galactosa.

Suma de Grados de Media
) ] Fo P-valor
cuadrados libertad cuadratica
Tratamiento 2679,769 3 893,256 12,530 0,017
Error 285,155 4 71,289
Total 2964,925 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la Figura 3.11 se muestra la comparacién de medias para la produccién de EPS en
funcién de las concentraciones de galactosa, en la misma se puede observar que la
produccion de EPS es mayor a una concentracion de 0.25%, sin embargo no existe una
diferencia significativa en relacion a la produccion con 0.15%. Por otro lado se puede
destacar que la galactosa influye en gran medida en la producciéon de EPS, ya que se

observa diferencia significativa entre el control y los ensayos en presencia de este inductor.
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Figura 3.11. Comparacion de medias para la produccion de EPS en cultivos de A.
thiooxidans a las concentraciones de: 0, 0.15, 0.25 y 0.35%.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordoéfiez

3.2.3. Extraccion de EPS en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans DSM 27057

adaptadas aion férrico y mineral.

La extraccién de EPS en estos cultivos se realizé en funcion del crecimiento maximo: 24
horas para los cultivos adaptados a concentraciones de 9 y 18 g/L de hierro y de 48 horas
para los cultivos de 27 y 36 g/L. Ademas se utilizé6 un mineral aurifero refractario que sirvid

como fuente de energia y como inductor en la produccién de dichas sustancias.
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Figura 3.12. EPS total (mg/L) en funcién del nimero de células/mL, en cultivos
de L. ferrooxidans a un pH 1.3 y 30°C de temperatura.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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En la figura 3.12 se observa la produccion de EPS total por niumero de bacterias contadas al
momento de la extraccion. La mayor cantidad de EPS obtenida fue de 174.55 mg/L con la
concentraciéon de 27 g/L de hierro; mientras que el menor valor de EPS producido se da con
el mineral utilizado, el cual gener6 una cantidad de 53.43 mg/L. Los valores obtenidos son
comparables por los presentados en el estudio de Vardanyan et. al., (2015), en donde para
un cultivo de L. ferrooxidans obtuvo una cantidad de EPS total de 103 mg/L con una
cantidad inicial de bacterias/mL de 5x108, simplemente usando mineral como inductor de
EPS. De acuerdo a nuestros resultados podemos indicar que el ion férrico es mejor inductor

en la produccién de EPS.
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Figura 3.13. Produccién de sustancias poliméricas extracelulares EPS (mg/L) en
funcion de la concentracién de carbohidratos y proteinas, en cultivos de L.
ferrooxidans a un pH 1.3 y 30°C de temperatura.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la figura 3.13 se observa la composicion del EPS, formado por carbohidratos y proteinas.
La concentracion de 27 g/L de hierro presenta una mayor produccion de carbohidratos y
proteinas, sin embargo al comparar la relacion carbohidrato/proteina se observa que existe
una mayor produccién de carbohidratos con respecto a las proteinas. Los valores obtenidos
de carbohidratos y proteinas a la concentracion de 27 g/L fueron: 112.61 mg/L y 61.94 mg/L
respectivamente en un tiempo de 48 horas de crecimiento. Estas concentraciones son

mayores a las descritas por Vardanyan et. al., (2015), quien en un tiempo de 5 dias en
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cultivos de L. ferrooxidans obtuvo valores de 100.3 mg/L de carbohidratos y 16.1 mg/L de

proteinas.

3.2.4. Anédlisis estadistico de la produccion de EPS en cultivos de L. ferrooxidans
adaptadas aion férrico.

Se realiz6 un andlisis ANOVA de un factor en el programa estadistico IBM SPSS Statistics
21, con la finalidad de comprobar si el uso de ion férrico influye en la produccién de EPS, y a
su cual fue la mejor concentracion adecuada para obtener una mayor cantidad de los

exopolimeros.

La Tabla 3.4 muestra un valor de significancia de 0.01 menor a (p<0.05), lo cual indica que
existe diferencia significativa entre las concentraciones de hierro que fueron probadas (9, 18,
27y 36 g/L).

Tabla 3.4. ANOVA de un factor para la produccién de EPS en cultivos de L. ferrooxidans

adaptadas a galactosa.

Suma de Grados de Media
) ) Fo P-valor
cuadrados libertad cuadratica
Tratamiento 12719,574 3 4239,858 604,230 0,01
Error 28,068 4 7,017
Total 12747,642 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la Figura 3.14 se muestra la comparaciéon de medias para la produccion de EPS en
funcién de las diferentes concentraciones hierro probadas, aqui se puede observar que la
concentracién de 27 g/L genera mayor cantidad de EPS que las correspondientes a 9, 18 y
36 g/L esto nos permite decir que el hierro es un buen inductor de sustancias poliméricas

extracelulares.
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Figura 3.14. Comparacion de medias para la produccion de EPS en cultivos de
L. ferrooxidans adaptadas a ion férrico a las concentraciones de: 9, 18, 27 y 36

g/L.
Fuente: El autor
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

3.2.5. Extraccion de EPS en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans utilizando un mineral refractario como

fuente de energia e inductor de EPS.

La extraccion de EPS en estos cultivos se realizé en funcién del maximo crecimiento celular,
el cual se presenté a las 24 horas para ambos cultivos. Se consideraron solamente los
controles de A. thiooxidans y L. ferrooxidans para determinar la generacion de EPS. A
continuacion se presenta los resultados de produccion de EPS y de la composicion de los

mismos en funcién de carbohidratos y proteinas.
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Figura 3.15. EPS total (mg/L) en funcién del numero de células/mL, en cultivos de
L. ferrooxidans y A. thiooxidans.
Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En la figura 3.15 se observa la produccion de EPS total en mg por numero de bacterias
contadas al momento de la extraccion. Los valores de EPS total obtenidos fueron de: 100.25
mg/L para cultivos de A. thiooxidans y 53.43 mg/L para L. ferrooxidans. Estos valores son
comparables con los descritos por Gehrke et. al., (1998), el cual para un cultivo de A.
ferrooxidans utilizando pirita como fuente de energia obtuvo una cantidad de EPS total de
2.76 mg/L con un valor de 1x10'° bacterias/mL, el cual es menor al obtenido en este estudio,
en donde con una concentracién menor de bacterias se obtuvo una mayor cantidad de EPS
total. Por otro lado podemos observar que existe una mayor produccion de EPS con el
cultivo de A. thiooxidans con una concentracion total de 100.25 mg, la cual es

significativamente mayor a la producida en el cultivo de L. ferrooxidans.
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Figura 3.16. Produccién de sustancias poliméricas extracelulares EPS (mg/L) en
funcion de la concentracién de carbohidratos y proteinas, en cultivos de L.
ferrooxidans y A. thiooxidans.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

En cuanto a la composicion del EPS formado por carbohidratos y proteinas se puede
observar que se da una mayor generacion de estos en el cultivo de A. thiooxidans, de
acuerdo a lo que se muestra en la figura 3.16. Estos valores se pueden comparar con los
presentados por HE et. al., (2014), quien para cultivos de A. ferroxidans obtuvo una
concentracién de carbohidratos de 4.51 mg/L y 1.4 mg/L para proteinas, mientras que para
cultivos de L. ferrooxidans obtuvo valores de 3.74 y 3.08 mg/L para carbohidratos y
proteinas. Esto en relacion a las cantidades obtenidas en este ensayo es significativamente
menor utilizando mineral polimetalico como inductor de EPS. Con los datos obtenidos en
este estudio se puede comprobar que existe una mayor produccién de carbohidratos y
proteinas en cultivos de A. thiooxidans que los obtenidos en cultivos de L. ferrooxidans.
Esto indica que los cultivos de A. thiooxidans presentan una mejor utilizacién del mineral

como inductor de EPS a las mismas condiciones de operacion.
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3.2.6. Analisis estadistico de la produccion de EPS en cultivos de L.

ferrooxidans y A. thiooxidans utilizando mineral como inductor.

Se realiz6 un andlisis ANOVA de un factor en el programa estadistico IBM SPSS Statistics
21, con el fin de comprobar con qué tipo de cultivo se genera una mayor produccion de EPS

utilizando un mineral aurifero refractario como fuente de energia.

En la Tabla 3.5 nos presenta un valor de significancia menor a 0.05, esto indica que existe
diferencia significativa en la generacion de EPS de los cultivos de A. thiooxidans y L.

ferrooxidans.

Tabla 3.5. ANOVA de un factor para la produccién de EPS en cultivos de L. ferrooxidans

y A. thiooxidans usando mineral como fuente de energia.

Suma de Grados de Media
) Fo P-valor
cuadrados libertad cuadratica
Tratamiento 2192,000 1 2192,000 20,000 0,04
Error 216,000 2 108,093
Total 2408,000 3

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Alejandro Ordofiez

En la Figura 3.17 se muestra la comparacion de medias para la produccién de EPS en
funcion del tipo de cultivos microbianos: L. ferrooxidans (1) y A. thiooxidans (2), utilizando un
mineral refractario como inductor, aqui se puede observar que la produccion de EPS es
significativamente mayor en cultivos de A. thiooxidans, en relacion a lo producido en cultivos
de L. ferrooxidans, a las mismas condiciones de pH, temperatura y partiendo de una

concentracién de mineral de 2% p/v.
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Figura 3.17. Comparacion de medias para la produccion de EPS en cultivos de: (1)
A. thiooxidans y (2) L. ferrooxidans utilizando un mineral aurifero refractario como
fuente de energia.

Fuente: El autor

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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CONCLUSIONES

Los inductores: galactosa e ion férrico influyen en la produccién de sustancias poliméricas

extracelulares, con respecto a la produccion de EPS en ausencia de estos.

En el caso de cultivos de A. thiooxidans la mejor produccion de EPS se dio utilizando una
concentracion de 0.25 % de galactosa, mientras que para los cultivos de L. ferrooxidans su
mayor produccion fue a la concentracién de 27 g/L de hierro.

El uso de mineral induce la produccion de EPS, sin embargo en este estudio se verifica que

el uso de galactosa e ion férrico son mejores generadores de exopolimeros.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de produccion de EPS en cultivos de L. ferrooxidans, utilizando galactosa
como inductor, con el fin de comprobar si la generacién de estas sustancias es mejor en

este cultivo microbiano.

Se debe hacer estudios de optimizacion con respecto a las concentraciones de inductores
de EPS, tanto para galactosa como ion férrico.

Realizar extracciones de EPS a diferentes tiempos de crecimiento celular, para de esta
manera comprobar si la produccion de EPS depende del tiempo, 0 si esta es mayor o menor
fuera de los tiempos establecidos mediante las cinéticas de crecimiento.

Realizar ensayos de biooxidacién sometiendo los cultivos a los inductores mencionados, con
el fin de comprobar si la produccién de EPS influye en los tiempos en los que se lleva a cabo
este proceso.

Se recomienda mantener constante la agitacion a 100 rpm y controlar constantemente la

temperatura, ya que esta se debe mantener en 4°C

A pesar de que la dialisis no afecta directamente en la produccién de EPS es necesario
hacerla, para eliminar sustancias de bajo peso molecular que puedan influir en la

determinacion del EPS:
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ANEXOS
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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
que el conteo celular se realiz6 de forma cuadricular 1, 2, 4y 5 (Figura 1).

2

&3]
an e

1

Fuente: El autor

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)

MEDICION ION FERROSO

® o 0 T

Agregar 0,1 mL de la muestra con una concentracién 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 concentracion por comparacion con curva de calibrado de
FeS04.7H20.

MEDICION HIERRO TOTAL

"o Qa0 T

Agregar 0,1 mL de la muestra con una concentracion de Fera en 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 concentracion por comparacién 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 dilucién a un aforo de 2mL

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

Agitar continuamente durante 3 minutos.

Anadir 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 4. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS (FUENTE BIBLIOGRAFICA)

Preparacion de reactivos:

Stock de glucosa de 400mg/L: Se tomaron 0.0400g de glucosa anhidrida grado reactivo con
exactitud hasta la décima de mg, esto se disolvié y afor6 a 100ml con agua destilada y se

almaceno en el congelador para su posterior uso.

Reactivo de fenol 5%: Se tomaron 5g de fenol grado reactivo pesados con exactitud hasta la
décima de g, esto se disolvio y afor6 a 100ml con agua destilada, posteriormente se

almacend en un frasco &mbar a temperatura ambiente.

A continuacion se elabor6 la curva de calibrado, la cual se encuentra especificada en la

siguiente tabla:

Tabla 4.1. Curva de calibrado para medicion de carbohidratos.

# Dilucioén Blanco 1 2 3 4 5 6
Glucosa

0 25 | 50 100 150 200 250
400mg/L (uL)
H,O destilada

1000 975 | 950 | 900 850 800 750

(uL)

Mg/L Glucosa 0 10 | 20 40 60 80 100
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Anexo 5. DETERMINACION DE PROTEINAS

Preparacion de Reactivos

Reactivo Bradford: 100mg de azul brillante de Coomasie se disuelven en 50 mL de etanol
95%. A esta disolucion se le afiade 100 mL de acido fosforico 85% p/v. Finalmente la
solucion resultante se diluye y afora hasta 1000 mL.

Solucién de BSA: Se utilizdé suero de albumina bovina.

A continuacién se elabor6 la curva de calibrado, la cual se encuentra especificada en la

siguiente tabla:

Tabla 5.1. Curva de calibrado para medicion de proteinas.

MGI/L concentracion Solucién de BSA H20 dest. Solucion + Reactivo Bradford
+ estandar (uL) 1000 + mg/L (uL) Buffer (uL) (ML)

600 60 40 5
500 50 50 5
400 40 60 5
300 30 70 5
200 20 75 5
150 15 80 5
100 100 900/100 5
50 50 950/100 5
20 20 980/100 5
10 10 990/100 5

0 0 100 5
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Anexo 6. DETERMINACION DE HIERROS EN CULTIVOS DE L. ferrooxidans.

En la Figura 6.1 (A, B, C y D) se puede observar la concentracion de hierro Il, hierro Il y
hierro total en funcion del tiempo para cultivos de L. ferrooxidans adaptados a
concentraciones de hierro de: 9, 18, 27 y 36 g/L respectivamente, ademas se puede
observar que la concentracion de Fe*" aumenta en comparacion con la de Fe?* la cual

disminuye, esto demuestra que existe una oxidacion biologica de Fe?* a Fe®".

12,00

10,00 @ ® 9o o o
8,00 ®
6,00 =

4,00 N

Concentracion Fe (g/L)

2,00

0,00 & L
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)
(A) 9g/L

®Fell eFe total Fe lll

20,00
18,00 @
16,00
14,00
12,00 El
10,00
8,00
6,00 . El
4,00 ®
2,00 a .
0,00 & L
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)
(B) 18 g/L
oFell ®eFetotal @Felll

Concentracién Fe (g/L)
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Figura 6.1. Concentracion de hierro Il, hierro Il y hierro total (mg/L) en cultivos de
L. ferrooxidans DSM 27057 a concentraciones de hierro de 9 (A), 18 (B), 27 (C) y
36 g/L (D)apH 1.8y 30°C.

Elaborado por: Alejandro Orddfiez
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Anexo 7. DETERMINACION DE SULFATOS EN CULTIVOS DE A. thiooxidans.

En la Figura 7.1 (A, B, C y D) se puede observar la concentracion de sulfatos en funcion del
tiempo para cultivos de A. thiooxidans adaptados a concentraciones de galactosa de: 0,
0.15, 0.25y 0.35%.
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Figura 7.1. Concentracion de sulfatos (mg/L) en cultivos de A. thiooxidans a
concentraciones de galactosa de: 0 (A), 0.15 (B), 0.25 (C) y 0.35% (D) apH 1.8 y
30°C.

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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Anexo 8. ANALISIS POST-HOC DE TUKEY

La Tabla 8.1 nos indica que existen diferencias significativas entre los grupos con
concentraciones de galactosa de: 0 y 0.15%, y 0 y 0.25%, ya que el valor p<0.05, es decir
que a dichas concentraciones de galactosa la produccion de EPS es mayor en comparacion

con la produccién de estas en ausencia del inductor.

Tabla 8.1. Andlisis post-hoc de Tukey para la produccion de EPS en cultivos de A. thiooxidans

adaptadas a galactosa.

o 0 Diferencia de Error | Intervalo de confianza al 95%
Galactosa Galactosa medias (I-J) tipico Sg- Limite Limite

inferior superior

0,15 -41,89500" 8,44327 0,026 -76,2663 -7,56237

0,00 0,25 -46,23500" 8,44327 0,018 -80,6063 -11,8637
0,35 -22,45000 8,44327 0,171 -56,8213 11,9213

0,00 41,89500" 8,44327 0,026 7,5237 76,2663

0,15 0,25 -4,34000 8,44327 0,951 -38,7113 30,0313
0,35 19,44500 8,44327 0,240 -14,9263 53,8163

0,00 46,23500" 8,44327 0,018 11,8637 80,6063

0,25 0,15 4,34000 8,44327 0,951 -30,0313 38,7113
0,35 23,78500 8,44327 0,147 -10,5863 58,1563

0,00 22,45000 8,44327 0,171 -11,9213 56,8213

0,35 0,15 -19,44500 8,44327 0,240 -53,8163 14,9263
0,25 -23,78500 8,44327 0,147 -58,1563 10,5863

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Alejandro Ordoiiez
La tabla 8.2 nos indica que existen diferencias significativas entre los grupos con

concentraciones de hierrode: 9y 18 g/L, 9y 36 g/L, 27y 9 g/L, 27y 18 g/L,y 27 y 36 g/L, ya

que el valor de significancia es <0.05.
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Tabla 8.2. Analisis post-hoc de Tukey para la produccién de EPS en cultivos de L. ferrooxidans

adaptadas a ion férrico.

0 0 Diferencia de Error | Intervalo de confianza al 95%

Hierro Hierro medias (I-J) tipico =ig- Limite Limite
inferior superior

18,00 -16,81500" 2,64895 0,011 -27,5985 -6,0315

9,00 27,00 -103,29000" 2,64895 0,001 -114,0735 -92,5065

36,00 -23,04000" 2,64895 0,003 -33,8235 -12,2565

9,00 16,81500" 2,64895 0,011 6,0315 27,5985

18,00 27,00 -86,47500" 2,64895 0,001 -97,2585 -75,6915
36,00 -6,22500 2,64895 0,230 -17,0085 4,5585

9,00 103,29000" 2,64895 0,001 92,5065 114,0735

27,00 18,00 86,47500 2,64895 0,001 75,6915 97,2585
36,00 80,25000" 2,64895 0,001 69,4665 91,0335

9,00 23,04000" 2,64895 0,003 12,2565 33,8235

36,00 18,00 6,22500 2,64895 0,230 -4,5585 17,0085

27,00 -80,25000" 2,64895 0,001 -91,0335 -69,4665

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Alejandro Ordofiez
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Anexo 9. FOTOS

Figura 9.1. Cultivo de A. thiooxidans Figura 9.2. Adaptacion de cultivos de A. thiooxidans a
galactosa
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

a L Tencoxidans
i,

E

Figura 9.3. Cultivo de L. ferrooxidans Figura 9.4. Adaptacion de cultivos de L. ferooxidans a ion férrico

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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Figura 9.5. Acidificacion de mineral a pH 1.8
Elaborado por: Alejandro Ordéiiez

Figura 9.6. Camara de Petroff-Hausser Figura 9.7. Microscopio para recuento de bacterias
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez Elaborado por: Alejandro Ordoiiez
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Figura 9.8. Determinacion de pH Figura 9.9. Determinacién de Hierros
Elaborado por: Alejandro Ordéiiez Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

Figura 9.10. Determinacién de sulfatos

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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Figura 9.11. Extraccion de EPS
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

Figura 9.12. Determinacion de proteinas por el método de Bradford
Elaborado por: Alejandro Ordéfiez

Figura 9.13. Determinacion de carbohidratos por espectrofotometria UV visible

Elaborado por: Alejandro Ordéfiez
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