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RESUMEN

Esta investigacion se centr6 en la determinacion del mejor tiempo de crecimiento
microbiano para la produccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), pues
estas sustancias juegan un rol importante en la biooxidacién de minerales refractarios

de oro.

Los microorganismos de estudio fueron Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum
ferrooxidans, los cuales se manejaron bajo condiciones de pH 1.8 y 1.3
respectivamente, temperatura 30°C y cultivados a diferentes tiempos de crecimiento
microbiano,(tiempo maximos de crecimiento, 72 y 96 horas), ademas estos fueron
adaptados a inductores para una mayor produccion de EPS, los cuales fueron galactosa
a concentraciones de 0, 0.15, 0.25y 0.35% e ion férrico a concentraciones de 9, 18, 27
y 36 g/L respectivamente.

Las mayor produccion de EPS en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans se dio en un
tiempo de 72 horas utilizando galactosa como inductor a una concentracion de 0.25%,
mientras que para los cultivos de Leptospirillum ferrooxidans la mayor produccion de
EPS se dio en el 48 horas utilizando hierro como inductor a una concentracion de 27
g/L.

Palabras clave: microorganismos, biomineria, EPS, galactosa, ion férrico.



ABSTRACT

This research focused on the determination of the best microbial growth time for the
production of extracellular polymeric substances (EPS), since these substances play an

important role in the biooxidation of gold refractory minerals.

The microorganisms used were Acidithiobacillus thiooxidans and Leptospirillum
ferrooxidans, which were managed under conditions of pH 1.8 and 1.3 temperature 30 °
C and were cultivated at different times of microbial growth, such as at maximum growth
time, 72 and 96 hours, beside these were adapted to inducers for a greater production
of EPS, which were galactose at concentrations of 0, 0.15, 0.25 and 0.35% and ferric ion

at concentrations of 9, 18, 27 and 36 g / L respectively.

The highest production of EPS in cultures of Acidithiobacillus thiooxidans occurred at a
time of 72 hours using galactose as inducer at a concentration of 0.25%, while for the
cultures of Leptospirillum ferrooxidans the highest production of EPS was given in 48
hours using iron as inducer at a concentration of 27 g / L.

Keywords: microorganisms, bio-mining, EPS, galactose, ferric ion



INTRODUCCION

Acidithiobacillus-ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirilum ferrooxidans
y Acidithiobacillus caldus son los principales microorganismos usados en la biooxidacién
de oro en diferentes plantas industriales del mundo? Estos organismos se hallan de
modo natural en los depositos de minerales y catalizan la solubilizacién de los sulfuros
metalicos por reacciones de oxidacion para utilizar la energia quimica liberada en su

metabolismo en accién conjunta, con otros organismos autétrofos y heterétrofos®

Estos microorganismos tienen caracteristicas similares, ya que son quimiolitétrofos, es
decir que tienen la capacidad de obtener su fuente de energia de compuestos
inorganicos®.Y a la vez son capaces de producir exopolimeros o sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), los cuales consisten en una mezcla compleja de biopolimeros
constituidos por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y sustancias humicas

entre otras?.

Los EPS juegan un rol importante en la biooxidacion de minerales refractarios de oro
ya que se trata de un proceso interfacial que se da a lugar en el microambiente generado
por los exopolimeros y los iones férricos, que se ubican entre las paredes celulares de
los microorganismos anteriormente citados y la superficie de sulfuros metalicos,
cumpliendo dos funciones, la primera enlazando a los microorganismos a la superficie
mineral mediante fuerzas electrostaticas e interacciones hidrofébicas y la segunda

facilitando la accion oxidante del hierro(lll) sobre el sulfuro metélico®

Por tal motivo el objetivo del presente estudio fue determinar el mejor tiempo de
crecimiento microbiano de Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705 y Acidithiobacillus
thiooxidans DSM 14887 "para la mayor produccién de EPS y su caracterizacion.

El capitulo 1 corresponde al marco teérico, el cual describe los fundamentos basicos
con los cuales se llevdé a cabo este estudio, también se describe brevemente los
microorganismos que intervienen y sus mecanismos de accion, al igual que las
condiciones fisicas y quimicas que se deben considerar antes y durante la adaptacion
de los microorganismos, finalmente se describe la funcién biolégica y la composicion de

los EPS y su uso en la biooxidacion.



En el capitulo 2 se describe la metodologia utilizada en esta investigacion, el disefio
experimental que se utilizd, y técnicas que se llevaron a cabo para la adaptacion de los
microorganismos y extraccion de EPS.

El capitulo 3 muestra los resultados obtenidos, asi como los métodos estadisticos
utilizados para su analisis. Se presentan las cinéticas de crecimiento bacteriano, la
cantidad de EPS obtenida en funcion del tiempo y su caracterizacion bioquimica.

En el capitulo 4 se dan a conocer las conclusiones obtenidas de esta investigacion asi

como las recomendaciones para posteriores estudios.



CAPITULO I- MARCO TEORICO



1.1. Objetivos
Objetivo General

Determinar el mejor tiempo de crecimiento de los microorganismos aciddéfilos
Leptospirillum ferrooxidans DSM 27057 y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887"
para producir mayores cantidades de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y

caracterizar quimicamente su composicion en los tiempos establecidos.
Objetivos especificos

Establecer las cinéticas de crecimiento microbiano de los cultivos puros Leptospirillum
ferrooxidans DSM 2705”7 'y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 148877

Determinar el mejor tiempo de produccion de EPS en los microorganismos
Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705, y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 148877 en

72 horas, 96 horas y en el tiempo de crecimiento maximo.

Caracterizar quimicamente el EPS producido en los diferentes tiempos de formacion.
Hipotesis de trabajo

Ho: La produccién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) es igual al tiempo

maximo de crecimiento asi como en los tiempos de 72 y 96h.

Hi: La produccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) es diferente al tiempo

maximo de crecimiento con respecto a los tiempos de 72 y 96h.



1.2. Biohidrometalurgia

Biomineria es el término genérico que describe el procesamiento de minerales y
concentrados que utilizan microorganismos. Es un area de la biotecnologia que ha
experimentado un crecimiento considerable en escala y aplicacién desde la década de
1960, cuando se utilizé por primera vez, en Roca "dumps" para la recuperacion de cobre
a partir de minerales de baja ley, los cuales no eran posibles procesarlos por fundicion

convencional®.

1.3. Biooxidacioén

La biooxidacion es una tecnologia alternativa para el aprovechamiento de minerales
como (e.g. uranio, cobre, zinc, niquel y oro). Los minerales auriferos son en muchos
casos refractarios a los tratamientos tradicionales, y es por ello que se requieren de
condiciones tecnoldgicas drasticas, tales como la pirometalurgia®. Este proceso implica
la acciébn microbiana, actuando sobre especies sulfuradas que cubren la especie
mineraldgica de interés; es decir, la biooxidacion simplemente aumenta la exposicién
del elemento a recuperar, pero no lo solubiliza como ocurre durante los procesos de
biolixiviacion. La biooxidacién se usa como proceso de pretratamiento de los minerales
refractarios de oro para liberar a éste de los sulfuros y arsenosulfuros que suelen

ocluirlo; de este modo, se lo expone para que pueda ser lixiviado mas facilmente’.
1.4. Biolixivacion

Se denomina asi al proceso de catalisis de ciertos microorganismos sobre la
solubilizacién de algunos componentes de una matriz insoluble, tal es el caso de los

sulfuros metalicos.8.

1.5. Microorganismos que acttan en el proceso de biooxidacién

Las principales bacterias mesoéfilas involucradas en la biooxidacion de minerales

sulfurados son:

e Acidithiobacillus ferrooxidans: capaz de oxidar compuestos reducidos de azufre
a sulfatos y Fe?* a Fe®*.

e Leptospirillum ferrooxidans: capaz solo de oxidar Fe?* a Fe®*".

o Acidithiobacillus thiooxidans: capaz sélo de oxidar compuestos reducidos de

azufre a sulfatos



Otro grupo de microorganismos que encontramos dentro de la biooxidacion son los
terméfilos moderados estos son capaces de crecer a temperaturas alrededor de 50°C

donde encontramos:

o Sulfobacillus thermosulfidooxidans: tienen la capacidad de oxidar azufre y hierro.
o Sulfobacillus thermotolerans: temperatura optima de crecimiento a 40°C
o Sulfobacillus sibiricus: oxida los sulfuros metalicos, iones de Fe?* y azufre en

presencia de extracto de levadura.

Los géneros Acidithiobacillus y Leptospirillum son los mas relevantes dentro del proceso
de biooxidaciéon, ya que se hallan de modo natural en los depdsitos de minerales y
catalizan la solubilizacién de los sulfuros metélicos por reacciones de oxidacion para

utilizar la energia quimica liberada en su metabolismo®

Estos microorganismos son capaces de vivir en pH muy bajos y a su vez mantienen este
ambiente acido generando protones a través de la oxidacion de azufre (A. ferrooxidans,
A. thiooxidans). Ademas, usan principalmente oxigeno como aceptor final de

electrones®.

1.5.1. Género Acidithiobacillus

El género Acithiobacillus comprende a bacterias capaces de obtener energia de la
catalisis oxidativa de compuestos reducidos de azufre utilizando oxigeno como ultimo
aceptor electrénico. De este género, existen algunas especies acidofilas que resisten
bajos valores de pH, ademas son mesdfilas, es decir, actian a temperaturas de 20-
30°C y autotréficas (utilizan CO2 como fuente de carbono), Asi A. ferrooxidans y A
thiooxidans, han mostrado sistematicamente una accién importante en la solubilizacion

de metales a partir de minerales sulfurados de baja ley*°.

1.5.1.1. Acidithiobacillus ferrooxidans.

Esta bacteria es un Gram-negativa, que se desarrolla de manera 6ptima a 30°C y pH=2.
Es un bacilo no patdégeno que mide entre 0.5 a 0.6 um de ancho por 1 a 2 um de largo,

con extremos redondeados®.



Estas bacterias son abundantes en ambientes asociados con minerales como pirita,
depésitos de carbén y en drenajes &cidos de zonas mineras. Es un organismo

dominante en el proceso de biooxidacion de minerales*?.

1.5.1.2. Acidithiobacillus thiooxidans

Son bacterias Gram-negativas que tienen forma de barras con extremos redondeados,
miden de 0.30 a 0.60um de ancho por 0.90 a 3.00um de longitud. Se adapta a zonas
con pH=2, es decir que es un microorganismo aciddéfilo, ademas a temperaturas de entre
20-30°C.

Son bacterias autétrofas y quimiolitotrofas, por esta razén obtienen su fuente de energia
a través de compuestos inorganicos de azufre elemental, sulfuro de hidrégeno, tiosulfato

y otros compuestos reducidos de azufre*s,

1.5.2. 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 0 pseudococos.
Son bacterias con caracter pleomérfico, esto indica que su morfologia varia conforme a
las condiciones ambientales. Se trata de un microorganismo acidofilo, que crece en
rangos de pH éptimos comprendidos entre 1.3 y 4.0 y un limite inferior de 1.1. Son

mondofilos, ya que tienen un limite cercano a 55°C.

Las bacterias de este género son quimiolitétrofas, es decir que crecen mediante la
oxidacién de hierro, pero no compuestos reducidos del azufre. El hierro puede
proporcionarse como sulfato ferroso, o en forma mineral, como sulfuros como la pirita

(FeS2). De entre esta destaca en el proceso de biooxidacién Leptospirillum ferrooxidans
9

1.5.2.1. Leptospirillum ferrooxidans

Son bacterias de forma espiral, con un ancho de 0.3 a 0.5um y de 0.9 a 3um de largo,
se desarrolla de manera 6ptima a 30°C y a pH &cidos entre 1.3 a 1.8. Son aerobios y
quimiolitétrofos, solo pueden utilizar el Fe?* como donador de protones, no se inhibe en
presencia de Fe®*", por esta razon se utiliza en procesos de biooxidacién de minerales

sulfurados?®*.



1.6. Mecanismo de biolixiviacion via tiosulfato o de contacto
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
acumulados iones férricos (Fe®"). La carga positiva de estas sustancias permite que la

adherencia del sulfuro metalico se cargue negativamente®®

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 oxidacidn electronica, siendo el primer intermediario el tiosulfato,
que posteriormente es oxidado via tetrationato y otros politionatos, hasta llegar a

sulfato?®

La presencia y accién de compuestos intermedios de azufre (sulfitos, tiosulfatos y
tetrationatos) durante la disolucion de pirita, nos indica un mecanismo indirecto para la
oxidacién de sulfuros metalicos, siendo atacado por i6n férrico hexahidratado
produciendo tiosulfato, al no ser estable en soluciones acidas que contienen Fe®*,
reacciona produciendo ion ferroso y tetrationato. Segun este mecanismo, una vez que
la célula bacteriana se encuentra adherida a la superficie mineral, el ion férrico
hexahidratado contenido en el exopolimero extracelular empieza a atacar al sulfuro
metdlico de forma indirecta produciendo Fe?* y tiosulfato (intermediario). Este Ultimo
reacciona generando otros productos intermedios, tales como tetrationato vy tritionato,

hasta llegar a sulfato de acuerdo a las siguientes reacciones:

4Fe? + 0, + 4H — 4Fe3 + 2H,0 (Rx1)
FeS, + 6Fe3 + 3H,0 — 7Fe? + S,05; + 6H (Rx.2)
S,03 4+ 20, + H,0 - 2H + 2S0, (Rx.3)

El i6n ferroso es, rapidamente, oxidado a ion férrico por las bacterias y reciclado dentro
del exopolimero. Parte de los politionatos producidos sirven como fuente de energética
a las bacterias, asimismo proveen caracteristicas de coloracion y turbidez al medio y la

consiguiente generacion de precipitados?’.
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Mecanismo
del tiosulfato

Fe®*
TN

T. ferrcoxidans
L. ferrooxidans

Fez’*/ l

M2* + S,0,%

{ T. farrooxidans . T, thiooxidans )}

Y
SO% + H*

Figura 1.1 Mecanismos de tiosulfato en la biolixiviacion de metales sulfurado'®
Fuente: Tapia (2012)

Elaboracion: Maria Maldonado

1.7. Biopeliculas y sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) son productos metabdlicos de origen
bioldgico y sus constituyentes principales consisten esencialmente en substancias de
alto peso molecular, como carbohidratos y proteinas, ademas de substancias himicas

y &cidos nucleicos y urénicos®®.

Las EPS confieren estabilidad mecéanica a las biopeliculas, las cohesionan, facilitan su
adhesion a las superficies e interconectan e inmovilizan a las células presentes en las
biopelicula?®. Las denominadas EPS activas son mayoritariamente enzimas que
intervienen en la degradaciéon de compuestos organicos. Los acidos nucleicos y las
lectinas son EPS que permiten intercambiar informacion y regular diferentes procesos

como la actividad enziméatica®*

Las EPS pueden subdividirse en dos fracciones: EPS capsular y EPS coloidal (Figura
1.2). La fraccion de la EPS capsular esta intimamente unida a las células, mientras que
la EPS coloidal estd débilmente ligada a tales células o disuelta en el medio.

Generalmente, estas dos fracciones de EPS pueden separarse por centrifugacion: la
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fraccion coloidal permanece en el sobrenadante mientras que la fraccion capsular queda
en el pellet de microorganismos. La estructura de las EPS capsular esta formada por
dos capas: una interna fuertemente unida a las células y la mas externa que se

encuentra mas dispersa?2.

fuertemente
unido
A
\ ~
-
; 5 |
1 -
’
& .
f . o~ \
ool -
Débilmente
unido EPS CAPSULAR EPS COLOIDAL

Figura 1.2. Esquema de la estructura de las EPS??
Fuente:

Elaboracién:
1.7.1. Funciones Biolégicas

Los polimeros extracelulares producidos por los microrganismo desempefian multiples
funciones que generalmente se traducen en acciones beneficios para los mismos. Los
exopolimeros intervienen en la adhesion microbiana a superficies. Estas peliculas o
biofilms constituyen un entorno dinamico en el que las células bacterianas parecen
alcanzar un estado de homeostasis y una éptima organizacion para hacer uso de todos

los nutrientes disponibles

Otra funcién de los exopolisacaridos microbiano es la de proteger la célula bacteriana
frente a la desecacion y fluctuacion de potenciales de agua, ya que pueden actuar como

reservorios de agua en condiciones drasticas?.

1.7.2. Composicion EPS de Acidithiobacillus thiooxidans y

Lepstospirillum ferroxidans)

Estas bacterias son capaces de adaptar la composicién de sus EPS segun el sustrato
y fuente de energia al que se adhiere, por lo que se ha propuesto que su modo de
adherencia debe ser diferente para las células que oxidan compuestos inorganicos

reducidos de azufre o para aquellas que oxidan hierro?*. La célula bacteriana debe ser
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capaz de censar la superficie del mineral y gatillar la expresion de genes diferentes de
acuerdo a la composicion del sustrato mineral y a las condiciones de crecimiento, pHy
temperatura principalmente en las que se encuentre. En base a esto, la estructura
guimica de las EPS varia segun el sustrato al cual se adhiere la bacteria. Algunas
especies del género Acidithiobacillus crecidas con azufre como son las Acidithiobacillus
thiooxidans presentan un alto porcentaje de lipidos (53,8%) en sus EPS en comparaciéon
con Lepstuspirillum ferroxidans crecidas con sulfato ferroso (36,9%). La composicién de
los polisacéaridos de las EPS también cambia de acuerdo al sustrato, presentando una
mayor variabilidad de sacaridos (ramnosa, fucosa, xilosa, mannosa, glucosa y acido
glucurdnico) en células crecidas con sulfato ferroso que aquellas crecidas con azufre

(glucosa y acido glucurénico)?.

Tabla 1.1 Componentes principales EPS

POLIMERO COMPONENTES TIPO DE PUENTE

PRINCIPALES

Polisacaridos Monosacaridos, acidos Glicosidicos

irdnicos amino-azucares

Proteinas (polipéptidos) amino-acidos Péptidos

Aminoacidos Nucledtidos Fosfodiester

(Fosfo)lipidos Acidos grasos, glicerol, Esteres

fosfatos, azucares

Substancias humicas Amino-acidos, azucares Eter, tipo C-C, Péptidos
simples compuestos

fendlicos

Fuente : Tapial® (2010)
Elaboracién: Maria Maldonado
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Por otro lado el tiempo de crecimiento microbiano presenta influencia en cuanto a la
composicion bioquimica de EPS, donde en un tiempo de crecimiento exponencial se
obtiene mayores cantidades polisacaridos?®.
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2.1. Disefio Experimental

Los disefios experimentales realizados en este trabajo se detallan en las tablas a

continuacion:

Tabla 2.1. Cinética de crecimiento microbiano utilizando galactosa como inductor de EPS

Variables independientes
Concentracién ) ] Variables Parametros de No
de galactosa Tipo de cultivo | pependientes trabajo Experimentos
(%) puro
0,15 pH inicial : 1,8
0,25 Velocidad de
0,35 Acidithiobacillus crecimiento Temperatura:
thiooxidans 30°C 8
Control sin DSM.14887T
galactosa Sulfatos Agitacion:180
rpm
Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

Tabla 2.2. Cinética de crecimiento microbiano utilizando ion férrico como inductor de EPS

Variables

independientes

Concentracion

Tipo de cultivo

Variables
Dependientes

Parametros de

No

trabajo Experimentos
de hierro(g/L) puro

9 (control) Velocidad de pH inicial : 1,3

18 Leptospirillum crecimiento Temperatura: 30

ferrooxidans Fe?+ °C 8
27 DSM. 27057
Fes+ N
Fe total Agitacion:180
36 rpm
Fuente: El autor

Elaborado por:

Maria Maldonado

Tabla 2.3. Produccién y caracterizacion del EPS variando el tiempo de obtencion de EPS

Variables independientes

Fuente: El autor

Tiempo de Variables Parametros de No
extraccion | Tipo de cultivo Dependientes trabajo Experimentos
para cada puro
cultivo
3 tiempos Lept(_)spirillum _ pH inicial : 1,8
(72,96 y ferrooxidans DSM. | Cantidad de EPS
A 27057 Temperatura: 30
tlemp_o de °C 48
crr:cailr)::ggto Acid.ithio_bacillus Caracterizacion o
microbiano) thiooxidans EPS Agitacion:180
DSM.148877

nmm

Elaborado por: M

aria Maldonado
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2.2. Propagacion de indculos de Leptospirillum ferrooxidans DSM 27057 y
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887".

Los microorganismos acidofilos usados fueron Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705,
y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 148877, se cultivaron en un medio definido, tomando
como base el medio propuesto por Kim et al (2002), con sulfato ferroso y azufre como

fuente de energia respectivamente (ver Tablas 4y 5).

Tabla 2.4. Composicién del medio de cultivo para el cultivo de

Leptospirillum ferrooxidans DSM. 27057

Compuesto Concentracion (g/L)
KCI 1,0
MgS0QOa4.7H20 0,2
(NH4)H2PO4 2,6
FeS04.7H20 44
pH (ajustado a 1,3 con H2SO4 10N)

Fuente: Aguirre et al., (2017)
Elaborado por: Maria Maldonado

Tabla 2.5. Composicién del medio de cultivo para el cultivo de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM.148877

Compuesto Concentracién (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: Maria Maldonado
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La activacion y propagacion de  Leptospirilum ferrooxidans DSM. 2705" y
Acidithiobacillus thiooxidans DSM.14887" se llevo a cabo en matraces erlenmeyer de
250 mL con 50 mL del medio de cultivo. Se esteriliz6 en un autoclave marca Yamato
sterilizer SM510 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.
27057 y A. thiooxidans respectivamente, a fin de evitar la oxidacion férrica y su

precipitacion.

Se procedi6 a realizar sub-cultivos a través de repiques sucesivos de los
microorganismos previamente adaptados con el fin de disponer de indculos activos. Las
condiciones en las que se mantuvieron los cultivos fue de 30°C y 180 rpm en un agitador
orbital marca Thermo scientific con pH inicial de 1.8 y 1.3 para A. thiooxidans y L.
ferrooxidans respectivamente. El cultivo se considerd adaptado cuando en el caso de L.
ferrooxidans DSM. 2705" se dio el 100% de la oxidacion férrica y en el caso de A.
thiooxidans DSM.14887" se oxidé por completo el azufre elemental. Ademas se
evidencié su adaptaciébn mediante conteo celular, comprobando asi que las muestras

adaptadas a galactosa e ion férrico, tenian un nimero similar de bacterias que el control.

2.3. Cinéticas de crecimiento

Una vez adaptados los microorganismos se procedié a inocular los cultivos en matraces
de 250 mL, con un volumen de in6culo de 10% que permita obtener una concentracién
celular inicial de 5x10° células/mL para proceder con la determinacion de la cinética de
crecimiento con un nimero constante de células entre los cultivos y sus réplicas. Se
llevaron conteos celulares en cdmara Neubauer de 0,02 mm con microscopia de
contraste de fases (Zeizz), cada 2 horas, asi mismo se realizé la medicion de parametros
como: pH, Fe?*, Fe total, sulfatos; con el fin de controlar la variacién de las mismas en
funcién del tiempo. Los ensayos se dieron por terminados cuando la oxidacién de hierro

y sulfatos fue mayor al 90%.

2.4. Producciéon de EPS en Acidithiobacillus thiooxidans DSM.14887" utilizando

galactosa como inductor.

Con el fin de obtener alto contenido de EPS, se utilizé cultivos microbianos puros de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM.14887" los cuéles se desarrollaron en el medio

definido anteriormente, la fuente de energia empleada fue azufre elemental.
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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 produccion de EPS. 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.

La extraccion de EPS se realizé tomando en cuenta diferentes tiempos de crecimiento
celular: tiempo de méaximo de crecimiento celular determinado por la cinética, 72 y 96h,
para de esta manera comparar la produccion de dichas sustancias y su composicion.

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

férrico como inductor.

Para llevar a cabo la obtencion de EPS utilizando i6n férrico como inductor en L.
ferrooxidans DSM. 2705', se procedi6 a aumentar en escalon el i6én ferroso,
considerando un volumen de inoculo de 10% y una concentracion inicial de 9 g/L de
hierro. A medida que el cultivo alcanz6 concentraciones cercanas a cero se adiciono

ion ferroso hasta alcanzar concentraciones de 18; 27 y 36 g/L de ion férrico en solucion.

Los ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL. El valor de 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 entre las

diferentes concentraciones de hierro probadas.

Con el fin de verificar el crecimiento de las células microbianas en i6n férrico, se llevaron

a cabo determinaciones de ion ferroso, hierro total, pH, conteo celular y proteina total.

La extraccion de EPS se realiz6 tomando en cuenta el tiempo donde existe un maximo
crecimiento microbiano, 72 y 96h, para de esta manera comparar el crecimiento de

dichas sustancias y su composicion.
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2.6. Determinaciones analiticas

2.6.1. Determinacion del nUmero de bacterias

La determinacion de numero de células por volumen se realiz6 a través del conteo
celular en una camara de Neubauer con profundidad de 0.02 mm En esta se coloco
una cantidad de muestra entre la cAmara y el cubre-objetos, de esta manera se observo
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:

concentracion (cel) __ numero de celulas*FD 1000 Ec. 1
mL) AreaxProfundidad ( C. )

Donde:

Area = 0.04mm?

Profundidad =0.02mmG

1000 = factor para obtener el nUmero de bacterias presentes en 1 mL
FD = factor de dilucion

2.6.2. Medicién de pH.

Para la medicién de pH se calibré6 un electrodo marca HANNA (modelo HI 8424)

utilizando soluciones estandar de pH de 4,0y 7,0.

2.6.3. Determinaciéon de Fe?" Fe** y hierro total.

El i6n ferroso se determind mediante el método de Muir, basado en la formacion de un
complejo coloreado entre Fe?* y 1,10-fenantrolina cuantificado mediante un
espectrofotbmetro marca Thermo Scientific (Modelo Genesys 20) a 510 nm vy se
compard con una curva de calibrado. El hierro total se midié por reduccién del Fe** con
clorhidrato de hidroxilamina. El idn férrico se determiné por diferencia entre i6n ferroso

y hierro total®® (Anexo 2).

2.6.4. Determinacion de Sulfatos.

El i6n sulfato en solucion se determind por un método turbidimétrico, en el cual este ion

es precipitado en un medio acido con cloruro de bario formando cristales uniformes de
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sulfato de bario. 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 compardé con una curva de calibrado?’ (Anexo 3).

2.6.5. Extraccion de EPS.

Los EPS agrupados fueron extraidos de la siguiente manera: Se tom6 30 mL de los
cultivos microbianos a los tiempos establecidos (tiempo de méaximo crecimiento, 72y 96
h) se centrifugaron a 5800rpm durante 10 minutos, posteriormente los sedimentos
celulares se resuspendieron en 20 mL de buffer PBS (phosphate buffered saline).
Aproximadamente se utilizaron dos volimenes de resina de intercambio catidnico
Dowex (CER) con respecto al volumen de peso seco ver anexo 4 de las células. La
resina Dowex se agitd previamente durante 1 h a temperatura ambiente con buffer PBS,
posteriormente esto se afiadio a la suspension celular y se agité durante 4 horas a 100

romy4°C.

Los extractos que contienen los EPS se recuperaron, y la mezcla de cultivos / CER se
lavé una vez con 20 ml de PBS para aumentar la recuperacién de EPS. Finalmente el
sobrenadante se centrifugé a 4500rpm durante 5 min, y se filtré6 a través de una
membrana de 0,2 um?8, para la cuantificaciéon del mismo se determiné la cantidad de

carbohidratos y proteinas descritas seguidamente.

2.6.6. Determinacion de carbohidratos.

El contenido total de carbohidratos se determin6 mediante el método fenol-acido
sulfarico, el cual consistié en preparar en tubos de ensayo las soluciones de la curva
patron ver anexo 5, las muestras problema diluidas y agua destilada como blanco, a
esto se le adicioné 0.5ml del reactivo fenol al 5%, rdpidamente se adicioné 2.5ml de
acido sulfurico 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 dejo
incubar durante 10 minutos en obscuridad, luego se coloc6 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?® (Anexo 5).
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2.6.7. Determinacion de proteina.

El contenido de proteinas fue determinado usando el método de Bradford (1951). Se
utilizé albumina de suero de bovino (BSA) como estandar (Sigma- Aldrich). El
procedimiento consistié en agregar 100 L de la muestra en analisis a 5,0 mL de reactivo
de Bradford, manteniendo la mezcla estatica durante 10 min en obscuridad, se midié la
absorbancia de la mezcla en un espectrofotdmetro marca Thermo Scientific (Modelo
Genesys 20) a 750 nm en un espectrofotometro de UV-visible®® (Anexo 6).

22



CAPITULO Ill - RESULTADOS Y ANALISIS

23



3.1. Determinacidn de las cinéticas de crecimiento microbiano para
Acidithiobacillus thiooxidans DSM.14887" y Leptospirillum ferrooxidans DSM.
2705,

3.1.1. Cinéticas de crecimiento en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans

DSM.14887"con y sin adaptacién 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 realizo las cinéticas de crecimiento, en donde

se determind la concentracion de sulfatos, concentracion microbiana y medicion de pH.

En la figura 3.1 se observa la concentracion microbiana (bacterias/mL), en funcion al
tiempo (h), para las diferentes concentraciones de galactosa ya indicadas. De acuerdo
a las graficas mostradas los microorganismos tienen un crecimiento exponencial a partir
de la hora 10 hasta la hora 24, a partir del cual se ve un crecimiento constante lo que
indica que las bacterias entraron en una etapa estacionaria, es por eso que se consideré

un tiempo de 24 horas como el periodo de crecimiento 6ptimo de las células.

El mayor crecimiento microbiano se dio para el control con 1x108 células/mL; seguido
de los cultivos adaptados a 0.15, 0.25 y 0.35% de galactosa. Los valores obtenidos son
similares al estudio de Tapia!®, sin embargo se debe indicar que las experiencias
mencionadas en dicha investigacion tuvieron una duracién de 3 a 4 dias en cultivos de

A. ferrooxidans.

Los conteos obtenidos a las concentraciones de 0.15, 0.25y 0.35% de galactosa pueden
ser comparadas con el control, ya que los valores son similares. A pesar que la
galactosa actda como un inhibidor del crecimiento celular los microorganismos se han

adaptado a la misma.

24



1,E+08

1,E+08 ] ¢
1,E+08 _ a 8

8,E+07

&€ ©
e

6,E+07

#Bact/mL

ace
cew e
€

4,E+07

€©@0we

2,E+07

0,E+00 @
0 10 20 30 40

Tiempo (h)

@control @0,15 @0,25 @0,35

Fig. 3.1. Cinética de crecimiento microbiano de A. thiooxidans DSM
148877 a diferentes concentraciones de galactosa 0 (control), 0.15, 0.25y
0.35% apH 1.8y 30°C.

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

En la tabla 3.1 se muestra la velocidad de crecimiento microbiano p (h?) para cultivos
de A. thiooxidans adaptados a galactosa a concentraciones de 0 (control), 0.15, 0.25y
0.35%, la velocidad maxima de crecimiento se dio en un periodo de 24 horas dando un
valor 0.090 h'! para el cultivo sin galactosa, este valor es similar al descritos por Jensen
& Webb?®, en donde los rangos de p oscilan entre 0.05 y 1.3 h?' para el género
Acidithiobacillus, sin embargo, para la especie A. thiooxidans el valor de p reportado es

de 0.046, en un cultivo batch a pH de 1.7 Karavaiko®?

En los cultivos adaptados a concentraciones de galactosa de 0.15, 0.25 y 0.35%, las
velocidades de crecimiento fueron cercanas a la obtenida en el control, lo que nos indica

que los cultivos se encuentran adaptados al inductor.

Tabla 3.1. Velocidad maxima de crecimiento microbiano (1) y R? de A. thiooxidans
DSM 148877 a concentraciones de galactosa de 0.15, 0.25 y 0.35% a pH 1.8 y 30°C.
Concentracion de p(h™) R?

galactosa (%)

Control 0.090 0.99
0.15 0.081 0.97
0.25 0.079 0.99
0.35 0.085 0.98

Fuente: El autor
Elaborado por: Maria Maldonado
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En la Figura 3.2 se observa el porcentaje de oxidacion del ion sulfato en funcién del
tiempo (h) para cultivos de A. thiooxidans adaptados a diferentes concentraciones de
galactosa, los valores obtenidos alcanzan aproximadamente el 100% de oxidacion en

33 horas de crecimiento, siendo el que mayormente oxida el cultivo sin galactosa.
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Figura 3.2. Porcentaje de oxidacion de sulfatos (%) A. thiooxidans DSM 148877 a
concentraciones de galactosa de 0 (blanco), 0.15, 0.25 y 0.35% a pH 1.8 y 30°C.
Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

En las figuras 3.3 se observa la variacion del pH a través del tiempo, el cual disminuye
significativamente en las 24 horas hasta alcanzar valores aproximadamente de 1.2 para
las distintas concentraciones de galactosa. Este decremento del pH se debe a la
oxidacién del azufre elemental realizada por los microorganismos generando asi acido

sulfarico y sulfatos como producto de su metabolismo como indica en su estudio Calle®:.
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Figura 3.3. Variacién de pH en funcién 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: Maria Maldonado
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3.1.2 Analisis estadistico de la velocidad de crecimiento en cultivos de
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887".

En la tabla 3.2 se analiz6 la concentracion de galactosa con respecto a la velocidad de
crecimiento microbiano, donde se observa que el valor P es mayor a 0.05 por lo que la

concentracion de galactosa no afectaria en el crecimiento microbiano.

Tabla 3.2. ANOVA de un factor para velocidad de crecimiento en cultivos Acidithiobacillus

Thiooxidans

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,000 3 0,000 4,061 0,105
Intra-grupos 0,000 4 0,000
Total 0,000 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado

En la Figura 3.4 se observa las medias de la velocidad de crecimiento microbiano en
funcién de las diferentes concentraciones de galactosa, donde en el control se observa
el mayor crecimiento celular que al ser comparado con las otras concentraciones se

observa valores similares.
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Figura.3.4. Comparacion de medias para la velocidad de crecimiento
microbiano en cultivos de A. thiooxidans.

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Maria Maldonado
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3.1.3 Cinéticas de crecimiento en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans
DSM. 2705" adaptadas a ion férrico como inductor.

A las muestras previamente adaptadas a concentraciones de 9 gr/l (control), 18, 27 y 36
g/L de hierro se les realizé las cinéticas de crecimiento, en donde se determiné la

concentracion de Fe?*, Fe®*'y Fe total, concentracion celular y mediciéon de pH.

En la figura 3.5 (A) y (B) se muestra la concentracion celular (células/mL) en funcién del
tiempo (h), para las concentraciones de hierro de: 9 (control), 18, 27 y 36 g/L, donde
para las muestras de 9y 18 g/L (figura 3.4 A) alcanzaron su maximo crecimiento a las
24 horas. Por otro en lado en la figura 3.4 B se presentan las cinéticas de crecimiento
de 27 y 36 g/L los cuales alcanzaron su maximo crecimiento a las 48 horas, los valores
obtenidos de concentracion celular son mayores a los reportados por Escobar®* quien
obtuvo una concentracioén 3x 107 bact/mL en un tiempo de 7 dias crecidos en medio MC
apHde 1.6

Las concentraciones celulares de los cultivos adaptados a las diferentes
concentraciones de hierro son similares al control, sin embargo el tiempo de crecimiento

es menor debido a las altas concentraciones de hierro que tiene que oxidar.
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Figura 3.5 Cinética de crecimiento microbiano de L. ferrooxidans DSM 2705 a
diferentes concentraciones de hierro 9,18 (A), 27 y 36 g/L (B) a pH 1.3 y 30°C.
Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

En la tabla 3.3 se muestra la velocidad de crecimiento microbiano p (h) para cultivos
de Leptospirillum ferrooxidans adaptados a concentraciones de 9 (control) ,18 , 27 y 36
g/L de hierro, la velocidad obtenida para el control es muy similar a la reportada por
Karavaiko®? quien obtuvo un valor de 0.069 ht. Debemos indicar que los valores de los
cultivos adaptados a 18, 27 y 36 g/L son menores al control pero similares a los
reportados por Sand® bajo las mismas condiciones del ensayo pH 1.3 y 30°C.

Tabla 3.3. Velocidad méxima de crecimiento microbiano (1) y R? de L. ferrooxidans
DSM 2705T a concentraciones de hierro de 9 (control), 18, 27 y 36 g/L a pH 1.3 y 30°C.

Concentracion de hierro p (h) R?
g/L
Control 0.072 0.98
18 0.031 0.98
27 0.02 0.98
36 0.012 0.99

Fuente: El autor
Elaborado por: Maria Maldonado

En la Figura 3.6 (A) y (B) se observa el porcentaje de oxidacion de hierro Il en funcion
del tiempo (h) para cultivos Leptospirillum ferrooxidans adaptados a concentraciones de
hierro de 9 (control), 18, 27 y 36 g/ L. En la figura (A) se observa que en un tiempo de
33 horas se da una oxidacion aproximada al 100% para los cultivos de 9 y 18 g/L,
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mientras que en la figura (B) tenemos que los mayores porcentajes de oxidacion se dan

en un tiempo de 72 horas para cultivos adaptados a 27 y 36 g/L.

El menor tiempo de oxidacion se da en los cultivos de 9y 18 g/L de Fe*? (figura 3.6 (A)),
esto se debe a que los microorganismos se encuentran en presencia de
concentraciones bajas de hierro, lo que facilita la oxidacion del sustrato, a diferencia de
los cultivos mostrados en la figura (B) que logran su oxidacién en periodos mas elevados
que los antes mencionados.
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Figura 3.6. Porcentaje de oxidacion de hierro 1l (%) L.ferrooxidans DSM 2705T a
concentraciones de hierro de 9, 18 (A), 27 y 36 g/L (B) a pH 1.8 y 30°C.

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado
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En la figura 3.7 Ay B se muestra 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, donde hasta las 24 horas se observa un incremento y luego se mantiene en valores
constantes, como indica Rossi'®® la variacion del pH se debe a que los microorganismos
requieren de protones la oxidacién del ion ferroso, luego de cierto tiempo el pH se
mantiene constante debido a la produccion de acido sulfurico por parte de los

microorganismos>®
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Figura 3.7. Variacion de pH en funcién 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: Maria Maldonado

3.1.4. Andlisis estadistico de la velocidad de crecimiento microbiano en
cultivos de Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705,

En la tabla 3.4 se analizé la concentracién de hierro con respecto a la velocidad de
crecimiento microbiano, donde se observa que el valor P es menor a 0.05 por lo que la

concentracion de hierro si afecta en el crecimiento microbiano.

Tabla 3.4. ANOVA de un factor para velocidad de crecimiento en cultivos Leptodpirillum

ferrooxidans
Suma de o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,004 3 0,001 103,000 ,000
Intra-grupos 0,000 4 0,000
Total 0,004 7

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado
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En la Figura 3.8 se muestra la comparacion de medias de la velocidad de crecimiento
celular en funcién de las concentraciones de hierro, donde se observar que a una
concentracién de 9g/L de hierro se da el mayor crecimiento celular, por otro lado las
velocidades obtenidas en los cultivos adaptados a las concentraciones de 18, 27 y 36
g/L disminuye, indicando asi que el hierro a altas concentraciones influye en la

concentracion celular.
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Figura3.8. Comparacion de medias para la velocidad maxima de crecimiento
en cultivos de L. ferrooxidans.

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21

Elaborado por: Maria Maldonado

3.2. Extraccién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

La extraccion de sustancias poliméricas extracelulares se realizé mediante el método
de adsorcion en resina de intercambio idnico DOWEX, el cual se cuantifico mediante la
medicion de carbohidratos y proteinas, en el tiempo de crecimiento maximo microbiano,
72 y 96 horas. Para Acidithiobacillus thiooxidans el tiempo de crecimiento maximo se
determin6 a las 24 horas para todos los cultivos, mientras que para Leptospirillum
ferrooxidans fueron 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
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3.2.1 Extraccion de EPS en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans DSM
14887" adaptadas a galactosa.

La extraccion de EPS se realiz6 en los tiempos de 24, 72 y 96 horas, en el control sin
galactosa y a concentraciones de galactosa de 0.15, 0.25 y 0.35%, con el fin de
comparar la produccion de dichas sustancias en cada uno.

En la figura 3.9 A, B y C se muestra la produccion de EPS total en mg/L a las diferentes
concentraciones de galactosa (0, 0.15, 0.25 y 0.35%) en los tiempos de 24, 72 y 96
horas crecimiento respectivamente, en la figura 3.9 Ay B se observa que la mejor
produccién de EPS se dio a una concentracion de 0.25% de galactosa siendo a 72 horas

donde se obtuvo mayor cantidad con un valor de 219.46 mg/L

Por otro lado en la figura 3.9 C la produccién de EPS disminuye por lo que se podria
decir que a un tiempo de 96 horas los microrganismos entran en una etapa de declive y

no producen las mismas cantidades de EPS"°.
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Fig. 3.9 Produccion de EPS total (mg/L), en cultivos de A. thiooxidans DSM.148877 a
concentraciones de 0.15, 0.25, 0.35 % de galactosa y un blanco a un pH = 1.8 y 30°C de
temperatura a tiempo de crecimiento maximo microbiano (A), 72 (B) y 96 (C) horas.

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

3.2.2. Analisis estadistico para produccion de EPS en cultivos
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887" adaptados a galactosa en

diferentes tiempo de crecimiento microbiano.

Se aplicé un analisis ANOVA de dos factores con la finalidad de comparar los diferentes
tiempos de crecimiento microbiano (24, 72 y 96 horas) y las concentraciones de
galactosa (0, 0.15, 0.25 y 0.35 %), para conocer la influencia de estos sobre la

produccion del EPS.

En la tabla 3.3 se analiz6 la variable de tiempo y concentraciéon de galactosa con
respecto a la produccién de EPS, donde se observa que el valor P es menor a 0.05 por
lo que la diferencia estadistica es significativa. El valor de F nos indica que la variable
tiempo influye mayormente en la generacion de exopolimeros con respecto a la

concentracion de galactosa.
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Tabla 3.3. ANOVA de dos factores para produccion de EPS en cultivos Acidithiobacillus
thiooxidans a diferentes tiempos de crecimiento microbiano

Suma de
] ) Media ]
Origen cuadrados tipo Gl ) F Sig.
" cuadratica
Modelo corregido 36540,0502 11 3321,823 10,138 0,001
Interseccion 474876,600 1 474876,600 1449,302 0,001
Tiempo 10338,432 2 5169,216 15,776 0,001
Galactosa 4981,632 3 1660,544 5,068 0,017
Tiempo * Galactosa 21219,986 6 3536,664 10,794 0,001
Error 3931,907 12 327,659
Total 515348,557 24
Total corregida 40471,957 23

a. R cuadrado = 0,903 (R cuadrado corregida = 0,814)

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado

En la figura 3.10 se observa la comparacion de medias de los diferentes tiempos de
crecimiento microbiano, donde se observa que la mayor producciéon de EPS se da en
un tiempo de 72 horas a una concentracion de 0.25% de galactosa, donde podemos
decir que tanto el tiempo tiene mayor influencia que la concentracion de galactosa en la

produccion de EPS

De acuerdo a la gréafica 3.10 y la tabla 3.3 los niveles de significancia son menores a
0.05 por lo que la hipétesis nula se rechaza y se acepta la hip6tesis alternativa, que
indica que la produccién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) es diferente al

tiempo de velocidad maxima de crecimiento con respecto a los tiempos de 72 y 96h.
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Medias marginales estimadas de EPS
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Figura 3.10. Comparacion de medias de EPS en cultivos Acidithiobacillus
thiooxidans DSM 14887T adaptadas a galactosa en diferentes tiempos de crecimiento
microbiano.

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

3.2.3. Extraccion de EPS en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans DSM

2705 adaptadas aion férrico.

La extraccién de EPS en estos cultivos se realizdé en 24, 72 y 96 horas para las
concentraciones de hierro de 9 y 18 g/L, mientras que para las concentraciones de 27 y
36 g/L se realizd a 48, 72 y 96 horas.

En la figura 3.11 A, By C Se observa la produccién de EPS total en mg/L en funcién de
la concentracién de hierro a los diferentes tiempos establecidos. La mayor generacion
de EPS se da a una concentracion de 27 g/L de hierro en un tiempo de 48 horas que
corresponde al tiempo de crecimiento maximo de los microorganismos.

Por otro lado se puede verificar que la extraccion de EPS a 96 horas es menor con

respecto a las obtenidas en 24, 48 y 72 horas en todas las concentraciones de hierro
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establecidas, esto se deberia a la edad del cultivo como lo expone Tapia'® en su trabajo
donde en un tiempo de 72 horas obtuvo valores entre 388 - 776 mg/ g-PS, mientras que
a un tiempo de 96 horas los resultados obtenidos fueron 293 - 337 mg/ g-PS por lo que
los microrganismo entran en una etapa de declive por lo cual no se recomendaria

realizar la extraccion a esas horas de crecimiento.
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Fig.3.11. EPS total (mg/L) en funcidn de la concentracion de hierro 9 (blanco), 18, 27 y 36, en
cultivos de L. ferrooxidans a un pH = 1.3 y 30°C de temperatura a tiempo de crecimiento maximo
microbiano (A), 72 (B) y 96 (C) horas

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

37



3.2.4. Andlisis estadistico paraproduccién de EPS en cultivos Leptospirillum
ferrooxidans DSM 2705 adaptados a hierro en diferentes tiempo de

crecimiento microbiano.

Se aplicé un analisis ANOVA de dos factores con la finalidad de identificar el mejor
tiempo de produccion de EPS a diferentes concentraciones de hierro (9,18, 27 y 36

g/L) y determinar el efecto de las variables tiempo y concentracion de hierro.

En la tabla 3.4 se analizé las variables tiempo y concentracion de hierro con
respecto a la produccion de EPS, donde se observa que el valor P es menor a 0.05
por lo que la diferencia estadistica es significativa El valor F nos indica que las
concentraciones de hierro influyen mayormente en la produccion de los

exopolimeros con respecto al tiempo

Tabla 3.4. ANOVA de dos factores para produccién de EPS en cultivos Leptospirillum
ferrooxidans a diferentes tiempos de crecimiento microbiano

Suma de
Origen cuadrados tipo gl Media cuadratica F Sig.
Il
Modelo corregido 26323,8022 11 2393,073 390,090 0,001
Interseccién 216273,323 1 216273,323 35254,243 0,001
Tiempo 637,724 318,862 51,977 0,001
Hierro 21315,378 3 7105,126 1158,191 0,001
Tiempo * Hierro 4370,700 6 728,450 118,743 0,001
Error 73,616 12 6,135
Total 242670,741 24
Total corregida 26397,418 23

a. R cuadrado =,997 (R cuadrado corregida = ,995)

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado

En la figura 3.12 se observa la comparacion de medias de los diferentes tiempos
establecidos, donde se muestra que la mayor produccién de EPS se da en un tiempo

de 48 horas a una concentraciéon de 27 g/L de hierro.
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Figura 3.12. Comparacion de medias de EPS en cultivos Leptospirillum ferrooxidans
DSM 2705T adaptadas a galactosa en diferentes tiempos de crecimiento microbiano.
Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

3.3. Caracterizacién quimica de EPS en cultivos de Leptospirillum ferrooxidans
DSM 2705" y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 14887".

La extraccion de sustancias poliméricas extracelulares se realizé en el tiempo de
maximo crecimiento, 72 y 96 horas. Para Acidithiobacillus thiooxidans este fue de 24
horas para todos los cultivos, mientras que para Leptospirillum ferrooxidans fueron 24
horas para las concentraciones de 9 y 18 g/L de hierro y de 48 horas para las
concentraciones de 27 y 36 g/L de hierro, donde se procedié a cuantificar proteinas y

carbohidrato y asi poder caracterizar el EPS.
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3.3.1 Caracterizacion quimica de EPS en cultivos Acidithiobacillus
thiooxidans DSM 148877.

Enlafigura 3.13 A, By C se observa la cantidad de carbohidratos y proteinas obtenidas
que forman el EPS a los diferentes tiempos de crecimiento microbiano (24, 72 y 96
horas). Se puede verificar que la mayor concentracién de los hidratos de carbono (95,84
mg/L) se obtuvo a las 72 horas con una concentracion de 0.25 % de galactosa, esto

concuerda con los resultados obtenidos anteriormente en la produccion total de EPS.

Por otro lado la mejor produccién de proteina obtenida se dio en un tiempo de 72 horas
a 0.25 % de galactosa como se verifica en la figura 3.13 B , esto se debe al estado de

madurez en el que se encuentra el EPSY.

En la figura 3.13 A se muestra la cantidad de carbohidratos y proteinas obtenidas a las
24 horas de crecimiento en las diferentes concentraciones galactosa (control, 0.15, 0.25,
0.35 %), con respecto al caso de carbohidratos el mayor valor obtenido se dio a 0.25 %
de galactosa, mientras que la mas alta concentracién de proteinas fue a 0.15% de

galactosa.

Con respecto a la concentracion de carbohidratos y proteinas mostrados en la figura
3.13 C observamos que la mayor concentracion de carbohidratos se obtuvo a 0,25 %
de galactosa como en los casos anteriores, mientras que en las proteinas la mayor
produccién se dio en el control, una posible explicacion a este fendmeno es que en el
tiempo de 96 horas ya existe muerte celular lo que ocasiona ruptura de las células y por

lo tanto la proteina aumenta™®.
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Fig.3.13. Produccion de sustancias poliméricas extracelulares EPS (mg/L) en funcion de la
concentraciéon de carbohidratos y proteinas, en cultivos de A. thiooxidans a diferentes tiempos de
crecimiento (A) crecimiento maximo microbiano, (B) 72 horas y (C) 96 horas, a un pH = 1.8 y 30°C
de temperatura.

Fuente: El autor

Elaborado por: Maria Maldonado

3.3.2. Caracterizaciéon quimica de EPS en cultivos Leptospirillum
ferrooxidans DSM 2705".

En la figura 3.14 A, By C se observa la produccion de EPS en mg/L, en funcion de los

carbohidratos y proteinas obtenidos a los diferentes tiempos de crecimiento microbiano.

En la figura 3.14 A se muestra la cantidad de carbohidratos y proteinas obtenidas en
los tiempo de 24 y 48 horas a las diferentes concentraciones de hierro ( 9, 18, 27 y 36),
donde a una concentracion de 27 g/L de hierro se dio la mayor cantidad de carbohidratos

y proteinas.

En la figura 3.14 B se observa que a una concentracion de 27g/L de hierro, se obtuvo la
mayor concentracion de hidratos de carbono, mientras que la mayor cantidad de
proteinas se dio en una concentracion de 36 g/L de hierro, este hecho se repite en el

tiempo de 96 horas como se muestra en la figura 3.14 C.
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Finalmente se puede indicar que la mejor concentracién de carbohidratos y proteinas

se dio a una concentracion de hierro de 27 g/L en un tiempo de 48 horas, que

corresponde al maximo crecimiento del microorganismo; en los tiempos de 72 y 96 horas

la produccion de EPS disminuye posiblemente a la rapida muerte celular que tiene L.

ferrooxidans®.
24y 48 horas 72 horas
200 120
- 100 =
150 _
= = 80
S~ S~
bo [-T]
E 100 E 60 | =
‘a — wv
u - - & 40
50
0 0
control 18 27 36 control 18 27 36
Concentracion inductor Concentracion inductor
B Carbohidratos Proteinas A B Carbohidratos ® Proteinas
96 horas
160
140 _
120
= 100 -
[-T4]
E 80 -
& 60
w _
40
0
18 27 36

control

B Carbohidratos

Concentracion inductor

Proteinas

C

Fig.3.14. Produccion de sustancias poliméricas extracelulares EPS (mg/L) en funcion de la
concentracion de carbohidratos y proteinas, en cultivos de L. ferrooxidans a diferentes tiempos
de crecimiento (A) crecimiento microbiano, (B) 72 horas y (C) 96 horas, a un pH = 1.8 y 30°C de

temperatura.
Fuente: El autor
Elaborado por: Maria Maldonado
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CONCLUSIONES

A partir de las cinéticas de crecimiento para los cultivos A. thiooxidans se establecié que
el maximo crecimiento fue de 24 horas para todas las concentraciones de galactosa,
mientras que para los cultivos L. ferrooxidans para una concentracion de 9y 18 g/L se
establecio un tiempo de 24 horas y para las concentraciones de 27 y 36 g/L un periodo

de 48 horas para alcanzar la fase exponencial de los microorganismos

Se determind que el mejor tiempo de produccién de EPS para los cultivos A. thiooxidans
se dio en un periodo de 72 horas a una concentracion de galactosa de 0.25%; de la
misma manera para el cultivo L. ferrooxidans se determin6é que el mejor tiempo de
produccién de EPS se dio en un tiempo de 48 horas a una concentracion de 27 g/L de

hierro.

Para el caso de A. thiooxidans la mayor concentracion de carbohidratos y proteinas se
dio en un tiempo de 24 horas a una concentracion de 0.25 % de galactosa, por otro lado
para el caso de L. ferrooxidans los mejores valores obtenidos tanto para carbohidratos

y proteinas se dio en un periodo de 48 horas a una concentracién de 27 g/L de hierro.

El tiempo afecta la produccion de EPS en los cultivos microbianos A. thiooxidans y L.

ferrooxidans por lo tanto la hipétesis nula se rechaza y se acepta la hipétesis alternativa.
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RECOMENDACIONES
Se debe realizar ensayos de biooxidacion con el mejor tiempo de produccion de EPS,
con la finalidad de comprobar si este proceso se llevaria a cabo en menor tiempo.

Realizar estudios de adherencia para comprobar si la cantidad de EPS tiene influencia

en la adherencia del microorganismo al mineral

Se debe acortar el tiempo de extraccion de EPS entre el tempo de méaximo crecimiento
y 72 horas con la finalidad de obtener mayor produccion de exopolimero.

Caracterizar mas ampliamente el contenido de EPS para ver si existe presencia de

azlcares, metales como el hierro y galactosa

Cuantificar el consumo de galactosa que es necesario para la produccion de EPS.
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ANEXO 1.- CONTEO CELULAR

Se colocé aproximadamente 10 L 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 realizé de forma cuadricular 1, 2, 4 y 5 (Figura
1).
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Figura 1.1. Camara Neubauer

Fuente: El autor

Para determinar el nUmero de bacterias por mL fue necesario aplicar la siguiente

ecuacion:
., cel numero de celulas *10000
concentracion (—) = -
mL FDxAreaxProfundidad
Donde:
Area =0.04mm?
Profundidad =0.02mm
1000 = factor para obtener el nimero de bacterias presentes en 1 mL
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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 concentracion por comparacion con curva de calibrado
de FeS0O4.7H20.

METODO HIERRO TOTAL

-~ o o o o

Agregar 0,1 mL de la muestra con una concentracion de Ferota €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 concentracion por comparacion con curva de calibrado
de FeS0O4.7H20.

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:

oo o

Tomar una muestra y realizar un factor de dilucién 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.

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>,SO. anhidro
en un rango de 10 - 100 ppm. Estas soluciones se procesan y se leen de manera

idéntica a la solucion problema.
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ANEXO 4. PESO SECO

e Se tomaron 30 mL, de la muestra de cultivo en capsulas de porcelana
previamente pesados

o Posteriormente se llevaron a una estufa, a una temperatura de 105°C Por un

tiempo de 3 horas

o Pasado ese tiempo, se pesa y sacamos los valores promedios de cada muestra.
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ANEXO 5. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

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 disolvio y aforé 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 disolvié y aforé a 100ml con agua destilada, posteriormente

se almacend en un frasco &mbar a temperatura ambiente.

A continuacion se elaboro6 la curva de calibrado, la cual se encuentra especificada en la

siguiente tabla:

Tabla 4.1 Curva de calibrado para medicién de carbohidratos.

# Dilucion Blanco 1 2 3 4 5 6
Glucosa 400mg/L
0 25 50 100 150 200 250
(uL)
H20 destilada (uL) 1000 975 | 950 900 850 800 750
Mg/L Glucosa 0 10 20 40 60 80 100
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ANEXO 6. 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 &cido fosfarico 85% p/v. Finalmente

la solucién resultante se diluye y afora hasta 1000 mL.
Solucién de BSA: Se utiliz6 suero de albumina bovina.

A continuacion 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.

mg/L , H.O DEST.
, SOLUCION DE BSA , REACTIVO
CONCENTRACION SOLUCION +
i 1000 + MG/L (uL) BRADFORD (mL)
+ ESTANDAR (uL) BUFFER (uL)
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 7. CONCENTRACION DE HIERRO II, HIERRO Il Y HIERRO TOTAL (MGIL)

EN CULTIVOS DE L. FERROOXIDANS DSM 2705" A CONCENTRACIONES DE
HIERRO DE 9 (A), 18 (B), 27 (C) Y 36 G/L (D) A PH 1.8 Y 30°C.

Concentracién de hierro 11, hierro Il y hierro total en funcién del tiempo (h) para cultivos
de L. ferrooxidans adaptados a concentraciones de hierro de 9, 18 (A), 27 y 36 g/L (B),
donde podemos observar que las concentraciones de Fe®* va aumentando en

comparacion con la de Fe?* la cual va disminuyendo, donde es evidente la oxidacion

biologica de Fe?* a Fe?*.
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Figura.6.1. Concentracion de hierro Il, hierro Ill y hierro total (g/L) en cultivos de L.

ferrooxidans DSM 2705T a concentraciones de hierro de 9 (A), 18 (B), 27 (C) y 36 g/L (D)

apH 1.8y 30°C.

Elaborado por: Maria Maldonado
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Anexo 8. DETERMINACION DE SULFATOS EN CULTIVOS DE A. thiooxidans.

Enla Figura 7.1 (A, B, Cy 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, 0.25 y 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) a pH
1.8 y 30°C.

Elaborado por: Maria Maldonado
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Anexo 9. ANALISIS POST-HOC DE TUKEY

En la tabla 8.1

concentraciones de galactosa las cuales son (0, 0.15, 0.25, 0.35)

nos indica las diferencias significativas entre las diferentes

Tabla 8.1. Analisis post-hoc de Tukey velocidad de crecimiento en cultivos Acidithiobacillus

thiooxidans a diferentes concentraciones de galactosa

Variable dependiente: Velocidad

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

(I) Galactosa  (J) Galactosa Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
,15 ,009500 ,002872 ,094 -,00219 ,02119
,00 ,25 ,007500 ,002872 ,179 -,00419 ,01919
,35 ,006000 ,002872 ,295 -,00569 ,01769
,00 -,009500 ,002872 ,094 -,02119 ,00219
,15 ,25 -,002000 ,002872 ,894 -,01369 ,00969
,35 -,003500 ,002872 ,649 -,01519 ,00819
,00 -,007500 ,002872 , 179 -,01919 ,00419
,25 ,15 ,002000 ,002872 ,894 -,00969 ,01369
35 -,001500 ,002872 ,949 -,01319 ,01019
,00 -,006000 ,002872 ,295 -,01769 ,00569
,35 ,15 ,003500 ,002872 ,649 -,00819 ,01519
,25 ,001500 ,002872 ,949 -,01019 ,01319

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado

En la tabla 8.2

concentraciones de hierro las cuales son (0, 18, 27 y 36)
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Tabla 8.2. Andlisis post-hoc de Tukey velocidad de crecimiento en cultivos Leptospirillum

ferrooxidans a diferentes concentraciones de hierro.

() Hierro  (J) Hierro Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
18,00 ,039000" ,003536 ,001 ,02461 ,05339
9,00 27,00 ,050000" ,003536 ,001 ,03561 ,06439
36,00 ,057000" ,003536 ,000 ,04261 ,07139
9,00 -,039000" ,003536 ,001 -,05339 -,02461
18,00 27,00 ,011000 ,003536 ,000 -,00339 ,02539
36,00 ,018000" ,003536 ,024 ,00361 ,03239
9,00 -,050000" ,003536 ,001 -,06439 -,03561
27,00 18,00 -,011000 ,003536 ,000 -,02539 ,00339
36,00 ,007000 ,003536 ,000 -,00739 ,02139
9,00 -,057000" ,003536 ,000 -,07139 -,04261
36,00 18,00 -,018000" ,003536 ,024 -,03239 -,00361
27,00 -,007000 ,003536 ,000 -,02139 ,00739

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado

Tabla 8.3. Analisis post-hoc de Tukey para produccién de EPS en cultivos Acidithiobacillus thiooxidans

a diferentes tiempos de crecimiento microbiano

(NTiempo (J)Tiempo Diferencia de Error tip. Sig. Intervalo de confianza 95%
medias (I-J)
Limite inferior Limite superior
24,00 72,00 -49,9238" 9,05068 0,001 -74,0697 -25,7778
96,00 -16,6450 9,05068 0,199 -40,7910 7,5010
72,00 24,00 49,9238" 9,05068 0,001 25,7778 74,0697
96,00 33,2788" 9,05068 0,008 9,1328 57,4247
96,00 24,00 16,6450 9,05068 0,199 -7,5010 40,7910
72,00 -33,2788" 9,05068 0,008 -57,4247 -9,1328

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado
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La tabla 8.4 nos indica las diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
crecimiento microbiano los cuales son (4, 72 y 96 horas), donde py 72, u y 96, existe

significancia ya que el valor es <0.05

Tabla 8.4. Analisis post-hoc de Tukey para produccion de EPS en cultivos Leptospirillum
ferrooxidans a diferentes tiempos de crecimiento microbiano

Intervalo de confianza 95%
(NTiemp (J)Tiemp Diferencia de Error .
ig. o I
0 0 medias (I-J) tip. . Limite Limite
inferior superior
72,00 11,9063" 1,23841 0,01 8,6023 15,2102
24,00
96,00 9,5938" 1,23841 0,01 6,2898 12,8977
24,00 -11,9063" 1,23841 0,01 -15,2102 -8,6023
72,00
96,00 -2,3125 1,23841 0,19 -5,6164 ,9914
24,00 -9,5938" 1,23841 0,01 -12,8977 -6,2898
96,00
72,00 2,3125 1,23841 0,19 -,9914 5,6164

Fuente: Programa estadistico IBM SPSS Statistics 21
Elaborado por: Maria Maldonado
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Anexo 10. FOTOS

Figura 9.1. Cultivos A. thiooxidans adaptados a galactosa
Elaborado por: Maria Maldonado

Figura 9.2. Cultivos L. ferrooxidans adaptados a hierro
Elaborado: Maria Maldonado
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Figura. 9.3. Camara de Petroff-Hausser
Elaborado por: Maria Maldonado

Figura 9.4. Microscopio para recuento de bacterias
Elaborado por: Maria Maldonado

Figura. 9.5. Determinacion de pH Figura. 9.6. Determinacioén de Hierros
Elaborado por: Maria Maldonado Elaborado por: Maria Maldonado
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Figura 9.7. Determinacion de sulfatos
Elaborado por: Maria Maldonado

Figura 9.8. Determinacién de proteinas por el método de Bradford
Elaborado por: Maria Maldonado

Figura 9.9. Extraccion de EPS
Elaborado por: Maria Maldonado
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