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Resumen

Resumen

Acidithiobacillus thiooxidans es un bacteria sulfuroxidante que utiliza compuestos
inérganicos reducidos de azufre (RISC, por sus siglas en inglés) como fuente de
energia [1-4]. Al ser una bacteria quimiolitoautotrofica, se utiliza en procesos de
biolixiviacion de diversos sulfuros minerales [5]. En los ultimos afos el uso de
microorganismos acidofilos y quimiolitoautotroficos se ha propuesto como una
alternativa en los sistemas bioelectroquimicos (BES) que operan a pH acido. Uno
de los aspectos importantes en los sistemas bioelectroquimicos radica en la
importancia de la biopelicula soportada en materiales a base de carbono. Aunque
la formacion y desarrollo de biopeliculas se ha estudiado en superficies de sulfuros
minerales (SM) por la principal aplicacion de estos microorganismos, los estudios
interfaciales en materiales de carbono (orientados a BES) son escasos y enfocados
a caracterizar unicamente procesos redox. A pHs acidos se carece de estudios
sobre los fenomenos que ocurren en la interfase electrodo/bacteria-
biopelicula/solucién. Debido a las posibles aplicaciones de las biopeliculas en
procesos bioelectroquimicos, es necesario investigar el crecimiento de una
biopelicula en un soporte solido en condiciones acidas. En este trabajo se estudid
la formacion de biopeliculas de Acidithiobacillus thiooxidans sobre una superficie de
grafito. Se establecieron las condiciones de operacion tanto microbiolégicas como
electroquimicas y los respectivos controles abidticos. Para poder estudiar la
formacion y evolucion de la biopelicula se ensayaron dos estrategias
experimentales: condiciones in situ y ex situ; en la caracterizacion de la interfase in
situ, se enmascara la respuesta de la biopelicula debido al medio de cultivo
“‘envejecido”, siendo mas efectiva la estrategia ex situ. En esta estrategia primero
se formo la biopelicula y posteriormente se analizé en un sistema de tres electrodos
con medio de cultivo fresco. Mediante la técnica de EIS, se obtuvieron espectros a
diferentes tiempos de formacion y desarrollo de la biopelicula, a los cuales se



verificd el estado estacionario de los bioelectrodos; posteriormente se propuso el
ajuste de los espectros a un circuito equivalente (eec) para obtener los parametros
eléctricos (Resistencia de la solucion, Resistencia de la biopelicula, Resistencia a
la transferencia de carga y Capacitancia de la biopelicula) correspondientes a cada
dia de incubacién. Por medio de microscopia confocal laser de barrido (CLSM) se
detectaron las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) de la superficie de los
bioelectrodos, (exopolisacaridos, compuestos hidrofébicos y ADN). Contrastando la
informacion obtenida por EIS (parametros eléctricos) con las imagenes de CLSM,
se observo que la respuesta obtenida por EIS esta relacionada con la modificacion
de las EPS (proporcion de compuestos hidrofobicos/exopolisacaridos) que tiene la
biopelicula a diferentes tiempos de incubacion. Se observé que cuando se tiene una
mayor proporcion de compuestos hidrofobicos/exopolisacaridos, incrementa la
resistencia de la biopelicula. Se realizé una voltamperometria ciclica a cada
bioelectrodo donde se detectd un proceso de reduccion irreversible (0.1- 0.2 V vs.
NHE) que incrementa a medida que los tiempos de incubacion de la biopelicula son
mayores; esta sefal se asocio al par redox del glutation que se encuentra en las
proteinas de membrana externa de A. thiooxidans. El analisis de Raman demostré
S% adherido a la superficie de grafito y también polisulfuros como subproductos de
la biooxidacion.
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Abstract

Abstract

Acidithiobacillus thiooxidans is a sulfur-oxidizing bacteria that uses reduced
inorganic compounds of sulfur (RISC) as an energy source [1-4]. This
chemolithotrophic bacteria is widely used in bioleaching processes of diverse
mineral sulphides [5]. In recent years the use of acidophile and chemolithotrophic
microorganisms has been proposed as an alternative in bioelectrochemical systems
(BES) that operate at acidic pHs. One of the important aspects in bioelectrochemical
systems lies in the biofilm supported on carbon-based materials. Because of the
application of these microorganisms, the formation and development of
chemolithotrophic biofilms has been studied in sulphide mineral surfaces; however,
interfacial studies in carbon materials (oriented to BES) are scarce and only focus
on the characterization of redox processes. While the studies of the phenomena that
occur at the bacteria-electrode/biofilm/solution interface remain unexplored. Due to
the possible applications of biofilms in bioelectrochemical processes, it is necessary
to investigate the biofilm growth in a solid support under acidic conditions. In this
work, the biofilm formation of Acidithiobacillus thiooxidans was studied on a graphite
surface. The microbiological and electrochemical conditions and its respective
abiotic controls were established. In order to study biofilm formation and its evolution,
two strategies were proposed: in situ and ex situ conditions; during the in situ
characterization of the interface, biofilm response was masked due to the “aged”
culture medium; meanwhile, it was more effective to use ex situ strategy. In this
strategy the biofilms were grown and subsequently analyzed in a three electrode
system with fresh medium. By using EIS technique, the spectra were obtained at
different incubation times, the stationary state of the bioelectrodes was verified;
subsequently, the fitting of EIS of the spectra to an electric equivalent circuit (eec)
was proposed to obtain the electrical parameters (solution resistance, biofilm
resistance, charge transfer resistance and biofilm capacitance) corresponding to
each incubation day. Extracellular Polymeric Substances (EPS) such as
exopolysaccharides, hydrophobic compounds and DNA were detected on the
surface of the bioelectrodes using confocal laser scanning microscopy (CLSM).

14



Abstract

Comparing the information obtained by EIS (electrical parameters) with the CLSM
images, a correlation between the EIS response and the modification of the EPS
(hydrophobic compounds/exopolysaccharides ratio) at different incubation times
was observed. Specifically, when there is a greater ratio of hydrophobic compounds/
exopolysaccharides, the biofilm resistance increases. Cyclic voltammetry detected
an irreversible reduction process (0.1-0.2 V vs NHE) that increases with longer
incubation times of the biofilm; this signal is associated with the glutathione redox
pair that is found in the proteins of the outer membrane of A. thiooxidans. Raman
analysis showed S° adhered to the graphite surface as well as polysulfides as
byproducts of the biooxidation.
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Introduccién

Capitulo 1 . Introduccion

“En la vida no existe nada que temer, solo cosas que comprender”
Marie Curie
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1.1 Introduccion

Acidithiobacillus  thiooxidans es un microorganismo quimiolitoautotréfico
sulfuroxidante que utiliza compuestos indrganicos reducidos de azufre (RISC, por
sus siglas en inglés) como fuente de energia [1-4]. Es una bacteria acidofila que
vive a pHs menores a 3 que se utiliza en procesos de biolixiviacién de diversos
sulfuros minerales [5], junto con otras bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans
y Leptospirillum ferrooxidans. Uno de los aspectos mas estudiados en los procesos
de biolixiviacion es la adhesion de la bacteria al mineral y la formacion de
biopeliculas, pues se le considera una pieza fundamental para comprender la
biolixiviacion por contacto [5]. La adherencia y formacién de biopeliculas de A.
thiooxidans se ha estudiado en diferentes superficies principalmente en sulfuros
minerales como pirita (FeS2) [6—10], calcopirita (CuFeS>) [6,11,12] y arsenopirita
(CuFeS) [13,14]; también ha sido estudiada en azufre elemental [6] y otros
materiales como cuarzo [6] y vidrio [7].

Los sistemas bioelectroquimicos (BES, por sus siglas en inglés) son sistemas
capaces de convertir la energia quimica en energia eléctrica y viceversa, mediante
el uso de microorganismos como catalizadores. Aunque los BES tienen diversas
aplicaciones [15-17], en general se utilizan como una tecnologia para producir
electricidad y tratar aguas residuales o residuos [18-21]. Los BES dependen de
multiples factores, uno de los cuales es la formacién de la biopelicula en la superficie
del electrodo [22]; generalmente se utilizan como electrodos, materiales a base de
carbono (grafito, carbon activado, carbon vitreo, nanotubos) por su estabilidad
quimica, conductividad, biocompatibilidad y bajo costo [22,23]. Las investigaciones
en BES que operan a pHs acidos son un area poco investigada; existen estudios
sobre la remocion de compuestos de azufre como tetrationato (S4Os?") y calcopirita
(CuFeS2) a pHs acidos, utilizando microorganismos quimiolitoautotroficos que
utilizan RISC, como fuente de energia [1—4], abriendo la posibilidad de tratar aguas
de diversos efluentes en condiciones acidas como el drenaje acido de roca y

efluentes residuales provenientes de la biolixiviacibn de minerales. Los
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microorganismos encontrados en los BES a pH acido pertenecen a los géneros
Thermoplasma, Ferroplasma, Leptospirillum, Sulfobacillus y Acidithiobacillus [1-4].
Los estudios relacionados con los fendmenos que suceden en la interfase
electrodo/bacteria-biopelicula/solucion usando grafito como electrodo y en
condiciones acidas son muy escasos: se ha estudiado la formacion de la biopelicula
de A. ferroxidans en fieltro de grafito [24] y se ha utilizado grafito como soporte para
la formacion de una biopelicula a partir de un cultivo mixto de A. thiooxidans y
Leptospirillum sp. [1]. Estos estudios se han limitado a identificar los procesos redox
relacionados con la biopelicula en el electrodo sin propocionar informacion
cuantitativa de lo que esta sucediendo en la interfase electrodo/bacteria-
biopelicula/solucién. Debido a las posibles aplicaciones de las biopeliculas en
diversos procesos bioelectroquimicos, es necesario investigar como la biopelicula
evoluciona en un soporte solido en condiciones acidas y, obtener datos
cuantitativos sobre cdmo cambia la interfase en ausencia de un potencial aplicado.
En este trabajo se propone estudiar el desarrollo de una biopelicula en condiciones
acidas soportada en grafito (sin perturbacion eléctrica) y caracterizar las
propiedades eléctricas de la interfase electrodo/bacteria-biopelicula/solucién; con la
finalidad de establecer las condiciones idéneas de crecimiento de la biopelicula, se
utiliza como fuente de energia tanto un compuesto de azufre soluble en agua (S4s06*
) y como uno solido (azufre elemental). Se propone estudiar la interfase en un
sistema de tres electrodos para poder caracterizar el bioelectrodo mediante técnicas

electroquimicas y de microscopia.
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Antecedentes

Capitulo 2 . Antecedentes

“En todo caos existe un cosmos, en todo desorden, un orden secreto “
Carl Jung
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2.1 Acidithiobacillus thiooxidans

Los microorganismos quimiolitoautotrofos oxidan compuestos inorganicos como
fuente de electrones (energia), y reducen el CO> como fuente de carbono. La

bacteria Acidithiobacillus thiooxidans pertenece a las y-proteobacteria Gram-
negativas, es una bacteria acidofila pues vive a pH menor a 3. Los sulfuros son una
fuente de energia para quimiolitoautotrofos durante la fijacion de CO2 o para la
asimilacion de nitritos o nitratos, hecho de crucial importancia evolutiva que implica,
ademas, la disolucion acida de los sulfuros minerales (SM) [25,26]. Este
microorganismo utiliza la energia quimica almacenada en sulfuros minerales (SM),
durante su biooxidacion; produciéndose los iones metalicos correspondientes y
especies intermediarias de azufre mejor conocidas como RISC: azufre elemental,
tetrationato, tiosulfato, sulfato, entre otros. Ademas de ser ampliamente estudiada
en procesos de biolixiviacion (seccion 2.2), A. thiooxidans ha sido utilizada para
remediacion de suelos contaminados con metales pesados [27-31] y para la
recuperacion 