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Resumen 
 
Acidithiobacillus thiooxidans es un bacteria sulfuroxidante que utiliza compuestos 

inórganicos reducidos de azufre (RISC, por sus siglas en inglés) como fuente de 

energía [1–4]. Al ser una bacteria quimiolitoautotrófica, se utiliza en procesos de 

biolixiviación de diversos sulfuros minerales [5]. En los últimos años el uso de 

microorganismos acidófilos y quimiolitoautotróficos se ha propuesto como una 

alternativa en los sistemas bioelectroquímicos (BES) que operan a pH ácido. Uno 

de los aspectos importantes en los sistemas bioelectroquímicos radica en la 

importancia de la biopelícula soportada en materiales a base de carbono. Aunque 

la formación y desarrollo de biopelículas se ha estudiado en superficies de sulfuros 

minerales (SM) por la principal aplicación de estos microorganismos, los estudios 

interfaciales en materiales de carbono (orientados a BES) son escasos y enfocados 

a caracterizar únicamente procesos redox. A pHs ácidos se carece de estudios 

sobre los fenómenos que ocurren en la interfase electrodo/bacteria-

biopelícula/solución. Debido a las posibles aplicaciones de las biopelículas en 

procesos bioelectroquímicos, es necesario investigar el crecimiento de una 

biopelícula en un soporte sólido en condiciones ácidas. En este trabajo se estudió 

la formación de biopelículas de Acidithiobacillus thiooxidans sobre una superficie de 

grafito. Se establecieron las condiciones de operación tanto microbiológicas como 

electroquímicas y los respectivos controles abióticos. Para poder estudiar la 

formación y evolución de la biopelícula se ensayaron dos estrategias 

experimentales: condiciones in situ y ex situ; en la caracterización de la interfase in 

situ, se enmascara la respuesta de la biopelícula debido al medio de cultivo 

“envejecido”, siendo más efectiva la estrategia ex situ. En esta estrategia primero 

se formó la biopelícula y posteriormente se analizó en un sistema de tres electrodos 

con medio de cultivo fresco. Mediante la técnica de EIS, se obtuvieron espectros a 

diferentes tiempos de formación y desarrollo de la biopelícula, a los cuales se 
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verificó el estado estacionario de los bioelectrodos; posteriormente se propuso el 

ajuste de los espectros a un circuito equivalente (eec) para obtener los parámetros 

eléctricos (Resistencia de la solución, Resistencia de la biopelícula, Resistencia a 

la transferencia de carga y Capacitancia de la biopelícula) correspondientes a cada 

día de incubación. Por medio de microscopía confocal láser de barrido (CLSM) se 

detectaron las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) de la superficie de los 

bioelectrodos, (exopolisacáridos, compuestos hidrofóbicos y ADN). Contrastando la 

información obtenida por EIS (parámetros eléctricos) con las imágenes de CLSM, 

se observó que la respuesta obtenida por EIS está relacionada con la modificación 

de las EPS (proporción de compuestos hidrofóbicos/exopolisácaridos) que tiene la 

biopelícula a diferentes tiempos de incubación. Se observó que cuando se tiene una 

mayor proporción de compuestos hidrofóbicos/exopolisácaridos, incrementa la 

resistencia de la biopelícula. Se realizó una voltamperometría cíclica a cada 

bioelectrodo donde se detectó un proceso de reducción irreversible (0.1- 0.2 V vs. 

NHE) que incrementa a medida que los tiempos de incubación de la biopelícula son 

mayores; esta señal se asoció al par redox del glutatión que se encuentra en las 

proteínas de membrana externa de A. thiooxidans. El análisis de Raman demostró 

S0 adherido a la superficie de grafito y también polisulfuros como subproductos de 

la biooxidación. 
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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). 
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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 S0 adhered to the graphite surface as well as polysulfides as 

byproducts of the biooxidation.  
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Capítulo 1 . Introducción 
“En la vida no existe nada que temer, sólo cosas que comprender” 

Marie Curie 
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1.1 Introducción 
 

Acidithiobacillus thiooxidans es un microorganismo quimiolitoautotrófico 

sulfuroxidante que utiliza compuestos inórganicos reducidos de azufre (RISC, por 

sus siglas en inglés) como fuente de energía [1–4]. Es una bacteria acidófila que 

vive a pHs menores a 3 que se utiliza en procesos de biolixiviación de diversos 

sulfuros minerales [5], junto con otras bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans 

y Leptospirillum ferrooxidans. Uno de los aspectos más estudiados en los procesos 

de biolixiviación es la adhesión de la bacteria al mineral y la formación de 

biopelículas, pues se le considera una pieza fundamental para comprender la 

biolixiviación por contacto [5]. La adherencia y formación de biopelículas de A. 

thiooxidans se ha estudiado en diferentes superficies principalmente en sulfuros 

minerales como pirita (FeS2) [6–10], calcopirita (CuFeS2) [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 bioelectroquímicos (BES, por sus siglas en inglés) son sistemas 

capaces de convertir la energía química en energía eléctrica y viceversa, mediante 

el uso de microorganismos como catalizadores. Aunque los BES tienen diversas 

aplicaciones [15–17], en general se utilizan como una tecnología para producir 

electricidad y tratar aguas residuales o residuos [18–21]. Los BES dependen de 

múltiples factores, uno de los cuales es la formación de la biopelícula en la superficie 

del electrodo [22]; generalmente se utilizan como electrodos, materiales a base de 

carbono (grafito, carbón activado, carbón vitreo, nanotubos) por su estabilidad 

química, conductividad, biocompatibilidad y bajo costo [22,23]. Las investigaciones 

en BES que operan a pHs ácidos son un área poco investigada; existen estudios 

sobre la remoción de compuestos de azufre como tetrationato (S4O6
2-) y calcopirita 

(CuFeS2) a pHs ácidos, utilizando microorganismos quimiolitoautotróficos que 

utilizan RISC, como fuente de energía [1–4], abriendo la posibilidad de tratar aguas 

de diversos efluentes en condiciones ácidas como el drenaje ácido de roca y 

efluentes residuales provenientes de la biolixiviación de minerales. Los 
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microorganismos encontrados en los BES a pH ácido pertenecen a los géneros 

Thermoplasma, Ferroplasma, Leptospirillum, Sulfobacillus y Acidithiobacillus [1–4]. 

Los estudios relacionados con los fenómenos que suceden en la interfase 

electrodo/bacteria-biopelícula/solución usando grafito como electrodo y en 

condiciones ácidas son muy escasos: se ha estudiado la formación de la biopelícula 

de A. ferroxidans en fieltro de grafito [24] y se ha utilizado grafito como soporte para 

la formación de una biopelícula 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 biopelícula en el electrodo sin propocionar información 

cuantitativa de lo que está sucediendo en la interfase electrodo/bacteria-

biopelícula/solución. Debido a las posibles aplicaciones de las biopelículas en 

diversos procesos bioelectroquímicos, es necesario investigar cómo la biopelícula 

evoluciona en un soporte sólido en condiciones ácidas y, obtener  datos 

cuantitativos sobre cómo cambia la interfase en ausencia de un potencial aplicado.  

En este trabajo se propone estudiar el desarrollo de una biopelícula en condiciones 

ácidas soportada en grafito (sin perturbación eléctrica) y caracterizar las 

propiedades eléctricas de la interfase electrodo/bacteria-biopelícula/solución; con la 

finalidad de establecer las condiciones idóneas de crecimiento de la biopelícula, se 

utiliza como fuente de energía tanto un compuesto de azufre soluble en agua (S4O6
2-

) y como uno sólido (azufre elemental). Se propone estudiar la interfase en un 

sistema de tres electrodos para poder caracterizar el bioelectrodo mediante técnicas 

electroquímicas y de microscopía.  
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Capítulo 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 quimiolitoautotrófos oxidan compuestos inorgánicos como 

fuente de electrones (energía), y reducen el CO2 como fuente de carbono. La 

bacteria Acidithiobacillus thiooxidans pertenece a las g-proteobacteria Gram-

negativas, es una bacteria acidófila pues vive a pH menor a 3.  Los sulfuros son una 

fuente de energía para quimiolitoautótrofos durante la fijación de CO2 o para la 

asimilación de nitritos o nitratos, hecho de crucial importancia evolutiva que implica, 

además, la disolución ácida de los sulfuros minerales (SM) [25,26]. Este 

microorganismo utiliza la energía química almacenada en sulfuros minerales (SM), 

durante su biooxidación; produciéndose los iones metálicos correspondientes y 

especies intermediarias de azufre mejor conocidas como RISC: azufre elemental, 

tetrationato, tiosulfato, sulfato, entre otros. Además de ser ampliamente estudiada 

en procesos de biolixiviación (sección 2.2),  A. thiooxidans ha sido utilizada para 

remediación de suelos contaminados con metales pesados [27–31] y para la 

recuperación de metales (Cu, Ni, Zn entre otros) a partir de residuos electrónicos 

[32–34].   

 

Esta bacteria es mesofílica, con una temperatura óptima de 28-30ºC. A 

temperaturas más bajas (por debajo de 18ºC) y a temperaturas más altas (37ºC o 

más) el incremento de biomasa es más lento mientras que las temperaturas en un 

intervalo de 55-60ºC pueden ser fatales aún si son por periodos cortos [35]. Se le 

considera una aerobia estricta, que puede oxidar el azufre mediante su sistema Sox 

(ver sección 2.1.1). 

2.1.1 Modelo de oxidación de azufre elemental y otros 
compuestos de azufre reducidos para A. thiooxidans  
 
Considerando la química del azufre, es claro que varios RISC se forman durante la 

biolixiviación de SM por las bacterias acidófilas. En estas bacterias un conjunto de 

proteínas, el denominado sistema Sox, puede ser responsable de la oxidación de 

sulfuros, azufre elemental, tiosulfato y sulfito a sulfato, acompañado de la 
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transferencia de electrones al citocromo c. Contrario a este descubrimiento, A. 

ferrooxidans y otras bacterias oxidantes de azufre carecen del sistema Sox [36–38]. 

No obstante, aunque se desconoce la ruta exacta de la oxidación del azufre en las 

bacterias acidófilas, se puede proponer un mecanismo y las enzimas involucradas 

en la oxidación. A continuación, se presenta un modelo de la oxidación de azufre 

elemental y otros compuestos de azufre reducidos en Acidithiobacillus thiooxidans 

[39], se recomienda observar la Figura 2.1 y 2.2 para una mayor comprensión. 

 

1. El azufre elemental,S0, puede adoptar diversas formas estructurales 

(alotrópos) entre las cuales se considera al anillo octamérico (S8) como la 

forma más estable  (Figura 2.1) que forma cristales con extremadamente baja 

solubilidad [40–42]. Como consecuencia, una activación previa a la 

biooxidación del azufre es necesaria; es imprescindible romper el anillo 

mediante una reducción extracelular y ser transportado a través de la 

membrana externa mediante proteínas con grupos tiol (proteínas de 

membrana externa trasportadoras de tioles, OMP), ver Figura 2.2. Esto 

debido a que la enzima sulfuro-dioxigenasa (SDO) que está localizada en el 

periplasma, característica de las bacterias Gram negativas, no puede oxidar 

extracelularmente de forma directa, el azufre elemental. En esta etapa los 

grupos tiol reaccionan con el azufre para formar “persulfide sulfur” (-RSS-).     

 

Figura 2.1a) Estructura molecular del azufre octamérico (S8). Las esferas amarillas representan 
los átomos de azufre (S0).   

 

2. El –RSS- puede ser oxidado por la enzima sulfuro-dioxigenasa (SDO) o 

sulfuro oxigenasa reductasa (SOR) de forma simultánea. No obstante, 

debido a la disponibilidad fisiológica del sustrato (fuente de energía) y a la 
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localización de las enzimas, el 99% del sustrato es oxidado por SDO a sulfito 

(ver reacción 2.6), que es una enzima que se encuentra en el periplasma 

mientras que SOR se encuentra en el citoplasma; ésta además de reducir el 

–RSS- a HS- también lo oxida a sulfito (SO3
2-) 

 

																					"##$ + &' + $'&
()*+⎯-"#$ + #&.'/ +2$1                       (2.6) 

 

3. El ion sulfito puede reaccionar abióticamente con azufre elemental para dar 

tiosulfato (S2O3
2-). Ver reacción 2.7 

 

                   #&.'/ + #2 ⟶ #'&.'/                                                             (2.7) 
 

4. El tiosulfato puede ser oxidado por dos formas:  

a) Por la enzima tiosulfato quinol oxidoreductasa (DoxDa) para formar 

tetrationato (S4O6
2-), ver reacción 2.8; a su vez el tetrationato puede 

reaccionar de forma abiótica para dar tiosulfato, sulfatos y azufre 

elemental. Otra opción es que la enzima tetrationato hidrolasa (TTH) 

reaccione con el tetrationato para producir tiosulfato y sulfatos (SO4
2-), ver 

reacción 2.9.  

 
 

                 2#'&.'/	 + 4
'	&' + 2$

1 )56)7+⎯⎯⎯- #8&9'/ + $'&         (2.8)  

                      

                   #8	&9'/ + 5$'&
;;<+⎯-	 #'&.'/ + 2#&8'/ + 10$1     (2.9)*  

 
 

b) El tiosulfato es oxidado por el sistema Sox (genes SoxABXYZ) hasta 

sulfatos o, bien que de la interacción con las proteínas SoxAX y SoxB se 

generen polisulfuros (Sn
2-) que pueden ser oxidados a azufre elemental, 

como se observa en la reacción catalizada por la enzima sulfuro quinona-

oxidorreductasa (SQR), presente en A. thiooxidans.  Ver reacción 2.10. 
                            

 
* Reacción pendiente balancear carga, tomada de esquema de Bobadilla et al  2013 [39]. 
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#?'/ − 2A/
(BC+⎯- D#2                                                (2.10) 

 
 
 

El azufre de valencia cero (S0) es libre y puede formar agregados (glóbulos de azufre 

en el espacio periplasmático).  
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Figura 2.2 Representación esquemática del modelo de oxidación a partir de azufre elemental de especies reducidas de azufre para 
Acidithiobacillus thiooxidans DSM 1738. OMP, proteínas de membrana externa; SDO, sulfuro dioxigenasa; SOR, sulfuro oxigenasa 
reductasa; TTH, tetrationato hidrolasa; DoxDA, tiosulfato quinol oxidorreductasa; SoxABXYZ, operon sulfuro-oxidante; SQR, Sulfuroquinona; 
oxido reductasa. Abiotic: reacciones químicas espontáneas Modificado de  Bobadilla et al. 2013 [39] y Rohwerder et al. 2003 [43]. 
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Ampliando el punto 1 referido a la oxidación del azufre elemental, también se ha 

estudiado que el glutatión está involucrado en la ruptura del anillo octamérico del S8 

y su linealización (RSSH) (reacción 2.11) para poder ser transportado mediante las 

proteínas de membrana externa [43]. 

 

!" + $!% → ($!(%) → $!*% + (+*
" !"                                           (2.11) 

 

Por esta situación, es importante considerar el par redox del glutatión: 

 

$!!$ + 2%- + 2.+ ⇄ 2$!%                                  (2.12) 

 

0 = 02 − 4(.6	89
* :;< [>?@]B

[>??>][@C]B                         (2.13) 

    

Schafer et al. [44] calcularon el potencial de Nernst del par GSSG/GSH a pH neutro 

y observaron que el potencial es dependiente de la concentración de GSH (ecuación 

2.13).  En la Figura 2.3 se calcularon los potenciales de reducción de este par rédox, 

pero utilizando un pH ácido de 1.5. La ordenada representa el porcentaje de GSH 

que ha sido oxidado a GSSG. Las concentraciones de GSH que pueden existir en 

la célula antes de que se oxide están en un intervalo entre 10 y 1 mM [44] aunque 

puede encontrarse en concentraciones más pequeñas [45]. Este gráfico muestra las 

proporciones de [GSH]/[GSSG] a los diferentes potenciales de reducción, a medida 

que la concentración de GSH se modifica para un pH ácido.   
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Figura 2.3 Variación del potencial de Nernst con respecto al porcentaje teórico oxidado de 
glutatión (GSSG). Los puntos fueron calculados utilizando la ecuación 2.13 [44], a  28°C y pH 
1.5 y utilizando diferentes concentraciones iniciales de GSH antes de su oxidación: Indicadas 
en la figura. 

 

2.2  A. thiooxidans y procesos de biolixiviación 
 
La calcopirita (CuFeS2) es la mayor fuente de cobre a nivel mundial [46]; es difícil y 

costoso extraer cobre a través de la calcopirita usando los métodos tradicionales, 

debido a que está generalmente asociada con otros minerales como pirita, calcita 

entre otros [47]. La biolixiviación puede ser la alternativa más efectiva en cuanto a 

costos y procesos ambientalmente amigables [47]; por más de medio siglo, el uso 

de microorganismos acidófilos se ha utilizado para desempeñar el proceso de 

biolixiviación de diversos sulfuros minerales de forma industrial [5]. Este proceso 

consiste en fragmentar los minerales y apilarlos sobre una pila permeable, después, 

se bombea agua a pH ácido desde la parte superior. Los microorganismos acidófilos 

aceleraran la disolución de sulfuros minerales via la oxidación del ion ferroso y/o 

compuestos de azufre [5]. Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans 

y Acidithiobacillus thiooxidans son las especies mesófilas más comunes. A 

ferrooxidans puede oxidar tanto los iones ferrosos (Fe2+) como compuestos de 

azufre; mientras que A. thiooxidans es únicamente un sulfuroxidante [5] y es muy 
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importante para evitar la pasivación del mineral y contribuye al mantenimiento de un 

pH ácido mediante la biooxidación del azufre elemental a ácido sulfúrico. En la 

Figura 2.4 se describe el esquema general del proceso de biolixiviación de un 

sulfuro mineral mediante el mecanismo de los polisulfuros [48].  

 
Figura 2.4 Esquema general de proceso de biolixiviación (mecanismo de polisulfuros) MS= 
sulfuro mineral, Lf= Leptospirillum ferrooxidans, Af= Aciditiobacillus ferrooxidans, At= A. 
thiooxidans. Modificado de  Rohwerder y Sand [48].  

 
  
Uno de los aspectos más estudiados en los procesos de biolixiviación es la adhesión 

de la bacteria al mineral y la formación de biopelículas, pues se le considera una 

pieza fundamental para comprender la biolixiviación por contacto [49–52]. Es por 

este motivo que a continuación se describe la formación de una biopelícula.   
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2.3 Biopelícula  
 
Se define como biopelícula a una comunidad de microorganismos embebidos 

dentro de una matriz de compuestos químicos producidos por sí mismos, conocidos 

como sustancias poliméricas extracelulares (EPS) compuesta por iones, gases, 

compuestos, partículas coloidales y canales de agua. 

Debido a su heterogeneidad con el paso del tiempo, las biopelículas se representan 

como un sistema dinámico [53]. Estudios han demostrado que la mayoría de las 

comunidades microbianas pasan gran parte de su ciclo de vida dentro de una 

biopelícula, prefiriendo “un estilo de vida sedentario a una existencia nómada” [53]. 

El motivo más importante por el cual los microorganismos se integran a biopelículas 

es para maximizar sus capacidades metabólicas o como estrategia para adaptarse 

a condiciones ambientales inestables. Cuando éstas no son favorables, se da una 

respuesta biológica característica al estrés inducido [54]. En la mayoría de los 

ambientes naturales, la asociación de estas biopelículas a superficies o interfases, 

es su estilo de vida predominante, pues éste provee un microambiente favorable 

donde las células no se encuentran comprometidas por el esfuerzo cortante [55]. 

Aunque cada célula en la biopelícula tiene sus propias respuestas al estrés, el vivir 

en una comunidad provee mecanismos de supervivencia, siendo la heterogeneidad 

su mayor ventaja [54]. 

  

Los microorganismos embebidos en una biopelícula pertenecen a una o diferentes 

especies, siendo la matriz extracelular polimérica de EPS la que mantiene la 

cohesión y la posibilidad de interaccionar entre ellas [56]. El desarrollo de una 

biopelícula microbiana ofrece varias ventajas en contraste con las bacterias al 

estado libre y suspendidas; la proximidad de diferentes células favorece 

interacciones sinérgicas, las células se distribuyen naturalmente en la biopelícula 

de acuerdo a requerimientos específicos (aerobias estrictas, anaerobias 

facultativas, anaerobias estrictas, acidófilas, entre otros); como consecuencia, 

dentro de la biopelícula pueden encontrarse zonas con diferentes gradientes de 
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aeración, acidificación, iones. Estas zonas enriquecen el establecimiento de estas 

complejas comunidades simbióticas [56]. 

 

En las biopelículas heterogéneas existen limitaciones de transporte de masa 

(difusión) que pueden controlar los nutrientes y otras substancias fluyendo a través 

de la biopelícula [57]. Mientras que en microorganismos de vida libre, la difusión de 

especies químicas no es un factor limitante para la obtención de nutrientes por la 

célula [57], debido a que el medio de cultivo o el electrolito en donde están 

presentes, están generalmente bajo un flujo o en condiciones de agitación y por 

consecuencia existe un transporte fácil de especies químicas hacia las células [57]. 
 
Las EPS y las células pueden estar negativamente cargadas [56], haciendo posible 

el acomplejamiento de las partículas cargadas (algunos minerales u otros 

compuestos) que sirven a las células como nutrientes; las EPS también actúan 

como un intercambiador de iones [58] en tal forma que restringe el transporte de 

ciertos agentes químicos (antibióticos, biocidas, dispersantes, desinfectantes) a 

través de la biopelícula [57,59,60], además de actuar como un filtro molecular y un 

adsorbente [61]. Bajo la mayoría de las circunstancias, este fenómeno es 

indeseable para la industria. Por ejemplo, las limitaciones de difusión a través de 

una biopelícula podrían disminuir la concentración de agentes antimicrobianos a 

concentraciones menos letales, que no afectan a los microorganismos en un 

sistema [62], o en concentraciones que permitan que los microorganismos degraden 

ciertos compuestos.  

 

La Figura 2.5 muestra que el proceso de formación de una biopelícula está 

compuesto de varias etapas y es muy complejo. Se propone que la formación de 

una biopelícula comprende los siguientes eventos: movimiento de bacterias en 

estado libre hacia una superficie, adhesión más o menos irreversible a la superficie, 

colonización con división celular y secreción de EPS; ya madura, sucede la 

desorción total o parcial de la biopelícula y la dispersión de células.  
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Figura 2.5 Etapas de formación de una biopelícula. 1) microorganismos libres se adhieren a la 
superficie, 2) y 3) Formación de microcolonias y macrocolonias, 4) desarrollo y producción de 
EPS, 5) desorción y dispersión. Modificado de Harrison et al. 2005 [56].  

 

Las bacterias en estado libre están buscando nutrientes para sobrevivir [63]. En la 

superficie de diversos materiales pueden encontrar nutrientes adsorbidos. Los 

nutrientes son transportados desde el seno del electrolito a la superficie. Es muy 

común que las bacterias se muevan hacia las superficies por quimiotaxis, motivadas 

por la existencia de una fuente de energía; sin embargo, la adhesión (attachment) 

no es tan fácil pues deben superar ciertos obstáculos como el flujo, condiciones de 

la superficie, fuerzas coulómbicas, hidrofobicidad/hidrofilicidad [63]. Organelos 

extracelulares, como flagelos, fimbrias o pili; así como proteínas de membrana 

externa han mostrado que pueden ayudar a la bacteria a “sensar” e interactuar con 

una superficie [63–65]. Estas interacciones pueden ayudar a las células a superar 

las fuerzas repulsivas, este proceso es crítico para la formación de la estructura de 

la biopelícula, y es influenciado por la superficie del substrato (por ejemplo, 

hidrofobicidad) [63]. En esta etapa, las bacterias generalmente se mantienen en 

movimiento browniano y pueden ser movidas relativamente a través de fuerzas de 

cizallamiento (shear forces) [63]. Eventualmente la bacteria se adhiere a la 

superficie del material, pero algunas veces ocurre la desorción de la superficie. La 

fracción que es capaz de permanecer adsorbida en la superficie se vuelve 



   Antecedentes 

 31 

irreversiblemente adherida después de un tiempo crítico de residencia [66]. Cuando 

domina el proceso de adherencia de forma irreversible, el número de bacterias 

comienza a incrementar formando microcolonias y macrocolonias. Una producción 

substancial de EPS promueve la cohesión de la biopelícula, mientras que el quorum 

sensing se vuelve activo [66]. La materia orgánica e inorgánica se adhiere a la 

biopelícula desarrollada a medida que alcanza un estado maduro. Los segundos 

colonizadores metabolizarán residuos de los colonizadores primarios y producirán 

su propio residuo que otras células utilizarán. El quorum sensing regula la 

concentración de células en la biopelícula y regula el fenómeno de desorción, 

cuando concentraciones celulares críticas son alcanzadas. Posteriormente, partes 

externas de la biopelícula desorbida regresan al seno del electrolito. Las células 

desorbidas pueden adherirse a un nuevo sitio o superficie para desarrollar una 

nueva biopelícula o incorporarse en otra biopelícula ya establecida [67]. 

   

2.3.1 Adherencia y formación de biopelículas de 
Acidithiobacillus sp.  
 
 
La adhesión es un prerrequisito para la biooxidación de contacto directo y puede 

afectar su eficiencia [5]; por este motivo, la adherencia de bacterias biooxidantes de 

Fe y S en superficies minerales y la corrosión consecutiva del mineral han sido 

estudiadas por una gran cantidad de investigadores [52,68–70], esto debido a que 

es un factor clave en la eficiencia de los procesos de biolixiviación.  La adherencia 

y formación de biopelículas de A. thiooxidans se ha estudiado en diferentes 

superficies principalmente en sulfuros minerales como pirita [6–10], calcopirita 

[6,11,12] y arsenopirita [13,14]; también ha sido estudiada en azufre elemental [6] y 

otros materiales como cuarzo [6] y vidrio [7].   
 
  
A pesar de las investigaciones realizadas, el mecanismo de adherencia de la 

bacteria al mineral aún se encuentra bajo investigación. Inicialmente se postuló que 

la bacteria no se adhiere a toda la superficie mineral sino que la adhesión sucede 
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en sitios con imperfecciones/fracturas y que la solubilización del ion metálico es 

debida a interacciones electroquímicas [68,71]. Murr y Berry (1976) [72] atribuyeron 

el mecanismo de adherencia a la adhesión electrostática entre la bacteria y la 

superficie mineral, mientras que Weiss et al. 1973 [52] demostraron que la 

adherencia entre los cristales de azufre y la bacteria es mediante un pili adhesivo; 

otros especulan con agentes humectantes que son responsables de promover el 

contacto entre la bacteria y el azufre [73]. Gehrke et al. [74] y más recientemente 

Sand y Gehrke (2006;1999) [49,50] demostraron que las EPS juegan una función 

importante en la adherencia de la bacteria a la superficie del sulfuro mineral; así 

mismo, mostraron que el tipo de sustrato y condiciones de incubación varían en la 

adherencia. Trabajos recientes también sugieren que además de la adición de EPS, 

el quorum sensing tipo AI-1 está involucrado en la formación de la biopelícula de 

bacterias biolixiviantes en pirita.  Sand y Gehrke (1999) [50] notaron que las EPS 

producidos por bacterias biolixiviantes consisten principalmente de carbohidratos, 

ácidos urónicos y lípidos. En su estudio reportan que las proteínas no fueron 

detectadas; también encontraron que las EPS de las células que fueron cultivadas 

con azufre están compuestas de lípidos, mientras que las células cultivadas con 

sulfato de hierro (II) o pirita como sustrato, producen una gran cantidad de 

carbohidratos y ácido glucurónico [49]. En general, los carbohidratos son conocidos 

por ser cruciales en la formación y propiedades de las biopelículas [51,75]; los 

polisacáridos y las proteínas son responsables de fortalecer la adhesión a la 

superficie y soportar el estrés del libre desplazamiento [5,64]. Michel et al. (2009) 

[51] explicaron que las EPS no sólo están involucradas en la adherencia de la pirita 

para su biooxidación; es posible que parte de las EPS jueguen un papel en contra 

de las condiciones estresantes y características del ambiente de biolixiviación (bajo 

pH, presencia de metales, condiciones en agitación y medio complejo, entre otros).  

 

Zhu et al. 2012 [47] estudiaron la adhesión de A. ferrooxidans, A. thiooxidans y 

Leptospirillum sp. utilizando microscopía de fuerza atómica (AFM); el estudio 

demuestra que la carga superficial y la hidrofobicidad de las células influencian la 

fuerza de adhesión; además, la fuerza de adhesión diminuye en caso de que las 
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EPS hayan sido removidas. Diao et al. (2014) [5] mediante AFM, observaron una 

fuerza de adhesión de 0.144 y 0.091 nN para A. ferrooxidans y A. thiooxidans 

respectivamente, a un pH bajo, cerca del punto isoeléctrico (» pH 2) de las células 

y la calcopirita; sin embargo la fuerza de adhesión disminuyó a medida que se 

incrementa el pH. 

En general la mayoría de la información que existe en la literatura está orientada a  

sulfuros minerales que actuan tanto como un soporte para la biopelícula como 

fuente de energía. En este trabajo se propone utilizar grafito como soporte de la 

biopelícula que a diferencia de los SM no es una fuente de energía.    

2.4 Sistemas Bioelectroquímicos   
 
La diversidad en la catálisis microbiana  a través de sus diversas enzimas que existe 

en la naturaleza permite una pluralidad de aplicaciones potenciales. Los sistemas 

bioelectroquímicos (BES, por sus siglas en inglés) son sistemas capaces de 

convertir la energía química en energía eléctrica y viceversa, mientras se emplean 

microorganismos como catalizadores. Las aplicaciones de BES comprenden las 

celdas de combustible microbianas (MFCs), celdas de electrólisis microbianas  

(MECs) y las MFCs como biosensores [22,76].  

 

Los BES han tenido gran auge desde la década pasada por su contribución como 

una tecnología sustentable y versátil; estos sistemas pueden contribuir como una 

tecnología sustentable para producir electricidad y como tratamiento de aguas 

residuales [18], residuos [19–21], producción de hidrógeno [15] u otros compuestos 

de valor como acetato, etanol y butirato [16,17]. Los BES dependen de múltiples 

factores, uno de los cuales es la formación de la biopelícula en la superficie del 
electrodo [22]. Generalmente se utilizan como electrodos materiales a base de 

carbono, tales como grafito, carbón activado, carbón vitreo, nanotubos en diferentes 

presentaciones (placas, barras, cepillos, papel, telas, fieltro, entre otros) por su 

estabilidad química, conductividad, biocompatibilidad y bajo costo [22,23] .  Debido 

a la gran diversidad del tema, a continuación sólo se presentan los BES 

relacionados con azufre, específicamente los que trabajan a un pH ácido. 
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2.4.1 Procesos Bioelectroquímicos relacionados con 
azufre 

 

La remoción de compuestos de azufre ha sido estudiada en BES para el tratamiento 

de aguas residuales con alta concentración de sulfato, sulfuro y otros compuestos 

de azufre provenientes de procesos industriales [77]. Se han utilizado bacterias 

sulfatoreductoras [78–81] para reducir el sulfato (SO42-) a sulfuro (S2-), 

posteriormente el sulfuro producido es electroquímicamente oxidado en el ánodo 

[78,82,83]. En general, estos  estudios de BES operan en condiciones de  pH neutro 

o muy cercano a éste; así mismo, existen estudios sobre la remoción de compuestos 

de azufre a pHs ácidos utilizando microorganismos sulfuroxidantes, abriendo la 

posibilidad de tratar aguas de diversos efluentes en condiciones ácidas como el 

drenaje ácido de roca y de la biolixiviación de minerales.  Fernández-Reyes y 

García-Meza (2017) [1] mostraron la prueba de concepto de un BES que utiliza la 

biooxidación de calcopirita por un cultivo acidófilo (A. thiooxidans y Leptospirillum 

sp.). Además, se ha estudiado el tetrationato (S4O62-) como fuente de energía en 

celdas de combustible microbianas (MFC, por sus siglas en inglés); Sulonen et al. 

[2,3] utilizaron diferentes tipos de efluentes provenientes del proceso de 

biolixiviación de “pilas o terreros” (heap bioleaching) para obtener inóculos, con los 

que estudiaron la degradación de tetrationato como sustrato vía anaerobia, 

generando una densidad de potencia de 26 mW m-2.  Mientras que Ni et al. [4] 

utilizaron también tetrationato como sustrato y  un consorcio aislado de sedimentos 

provenientes de una mina para alimentar una MFC, la comunidad empleada mostró 

pertenecer a los géneros Thermoplasma, Ferroplasma, Leptospirillum, Sulfobacillus 

y Acidithiobacillus.  

Sulolen et al. [84] estudiaron el efecto del potencial anódico en la degradación del 

tetrationato y producción de electricidad en un BES, demostrando que los 

potenciales anódicos por debajo de 0.7 V (vs. Ag/AgCl) sólo son eficientes si se 

tienen microorganismos como biocatalizadores de la degradación del tetrationato. 

Posteriormente, Sulolen et al. [85] a un BES de dos cámaras, se le aplicó un 
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potencial de celda en un intervalo de 0.5-1.5 V con la finalidad de degradar  

tetrationato y simultáneamente recuperar cobre en la cámara catódica, se obtuvo 

una remoción de tetrationato hasta de 440 mg L−1 d−1 y un 99.9% de eficiencia de 

recuperación de cobre.  

Los estudios arriba mencionados representan una prueba de concepto  a través de 

la biooxidación de compuestos inorgánicos de azufre (RISC) bajo condiciones 

ácidas; sin embargo, estudios relacionados con los fenómenos que suceden en la 

interfase electrodo/bacteria-biopelícula/solución usando grafito como electrodo y en 

condiciones ácidas son muy limitados. Carbajosa et al. [24] estudiaron una 

biopelícula de A. ferrooxidans sobre grafito aplicando un potencial de 0.24 V vs NHE 

sin adición de mediadores redox o un donador de electrones (Fe2+), sin embargo la 

bacteria utilizó  el Fe3+/Fe2+ que se encontraba acomplejado en las EPS de las 

células y se identificó el proceso asociado a la reducción de oxígeno a 0.285  V vs 

NHE. Mientras que Fernández-Reyes y García-Meza (2017) [1] demostraron que es 

posible formar biopelículas soportadas en grafito a partir de un cultivo mixto de A. 

thiooxidans y Leptospirillum sp. Estos estudios se han limitado a sólo identificar los 

posibles procesos redox relacionados con la biopelícula en el electrodo, sin 

proporcionar información cuantitativa de lo que está sucediendo en la interfase 

electrodo/bacteria-biopelícula/solución. Debido a las posibles aplicaciones de las 

biopelículas en diversos procesos bioelectroquímicos, es necesario investigar cómo 

la biopelícula evoluciona en un soporte sólido en condiciones ácidas y, obtener  

datos cuantitativos sobre cómo cambia la interfase, en ausencia de un potencial 

aplicado  

Por lo cual se propone realizar un estudio con la bacteria acidófila Acidithiobacillus 

thiooxidans y de la biopelícula de forma cuantitativa usando grafito como superficie.   

En la siguiente sección se resumen las técnicas electroquímicas utilizadas en esta   

tesis. 
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2.5 Técnicas electroquímicas utilizadas para detección y 
seguimiento de evolución de biopelícula 
 

Diversas técnicas de caracterización y detección biológica, físico y químico han sido 

desarrolladas para la detección de la biopelícula, como: la medición óptica de la 

absorción de luz, la dispersión inducida (scattering induced) [86,87], las 

transformadas de Fourier en el infrarrojo (FTIR) [88,89], la detección de cambios en 

la transferencia de calor, presión, y metabolitos que resultan de la formación de la 

biopelícula [90,91] y microscopía de fuerza atómica (AFM) [5].Adicionalmente, las 

técnicas que utilizan CLSM (microscopía confocal láser de barrido) son ampliamente 

aplicadas para observar la estructura dimensional de las biopelículas [92]. Las 

técnicas electroquímicas tienen ventajas en el seguimiento de la adhesión y la 

formación de la biopelícula. Son muy sensibles para la detección y la información 

puede ser rápidamente procesada. En adición, son técnicas ambientalmente 

amigables y simples de operar debido a que sólo se necesita una cantidad de 

energía eléctrica mínima para activar el sistema.  

 

2.5.1 Voltamperometría cíclica  
 
 
La Voltamperometría Cíclica (CV) es un técnica muy estudiada dentro de las 

herramientas electroquímicas para la detección de sustancias biológicas incluyendo 

biopelículas [91]. La CV puede ser utilizada para identificar el potencial al cual los 

pares redox relacionados con la biopelícula son oxidados o reducidos. Debido a que 

los pares redox sólo pueden ser reducidos u oxidados a ciertos potenciales, la CV 

puede determinar el intervalo donde la transferencia de carga extracelular puede 

ocurrir en las biopelículas [93,94].  En la tabla 2.1 se presenta un resumen de los 

CVs de algunas biopelículas formadas y los pares redox característicos, con 

estudios que abarcan velocidades de barrido muy diferentes desde 0.25 mV s-1 

hasta 250 mV s-1. Existe una gran cantidad de información sobre la adherencia de 

microorganismos en diversos materiales y la respuesta electroquímica es muy 

diversa dependiendo del microorganismo, su metabolismo y sus EPS. De esta 
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diversidad se concluye que es díficil intentar caracterizar la respuesta característica 

de un género de bacteria en partícular.   

 

Además de dar seguimiento a un par redox inherente a la biopelícula, también se 

puede utilizar un par redox asociado a la superficie del electrodo tal es el caso del 

platino, donde la corriente característica de los óxidos de platino disminuye o 

incrementa dependiendo de la maduración de la biopelícula  [91,95,96] 
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Tabla 2.1 Diferentes biopelículas soportadas en un electrodo y su respectivo CV. 

Electrodo Microorganismo Velocidad de 
barrido 

Potencial Voltamperograma cíclico Ref. 

Tela de 
grafito 

Acidithiobacillus ferrooxidans 1 mV s-1

Creció a 

0 V vs SCE sin Fe2+ añadido 

0.405 V, 0.045V y −0.210 V 
vs SCE 

[24] 

Barra de 
grafito 

Acidithiobacillus thiooxidans 50 mV s-1 0.8 V vs SHE 

      [1] 

Discos de 
plata 

Pseudomonas fluorescens 0.25mV s-1 

-0.5V vs Ag/AgCl

afectan el pico relacionado 
con la adsorción del 

Hidrógeno 

[95]
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Continuación Tabla 2.1. Diferentes biopelículas soportadas en un electrodo y su respectivo CV. 
Electrodo Microorganismo Velocidad de 

barrido 
Potencial Voltamperograma cíclico Ref. 

Grafito 
pirolítico 

Lactobacillus acidophilus 10 mV s-1 0.68 V vs SCE [97] 

Grafito 
pirolítico 

E. coli 10 mV s-1 0.72 V vs SCE [97] 

Carbón 
vitreo 

Clostridium sp. EG3 100 mVs-1

Picos de reducción y oxidación 
a 

-300mV y- 50mV vs  Ag/AgCl
respectivamente 

[98]
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Continuación Tabla 2.1. Diferentes biopelículas soportadas en un electrodo y su respectivo CV. 

Electrodo Microorganismo Velocidad de 
barrido 

Potencial Voltamperograma cíclico Ref. 

 

 

 

Grafito 

 

 

 

Shewanella loihica PV-4 

 

 

 

1 mV s-1 

 

 

       Creció a un potencial de  

0.2 V vs. Ag/AgCl 

 

RC-I=−0.07 V, RC-II=−0.35 V, y  
RC-III=−0.44 V 

vs. Ag/AgCl. 
 

 

 

[99,100] 

 

 

 

Carbón 
vitreo 

 

 

Geobacter sulfureducens 

 

 

1 mVs-1 

 

 

-0.15 - -0.22V vs SHE 

 

 

 

 

[93,101] 

 

 

Oro 

 

 

Staphylococcus epidermis 

 

 

100 mVs-1 

 

 

 

--- 

 

 

 

 

[102] 
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Continuación Tabla 2.1. Diferentes biopelículas soportadas en un electrodo y su respectivo CV. 
 

Electrodo Microorganismo Velocidad de 
barrido 

Potencial Voltamperograma cíclico Ref. 

 

 

Barra de Carbón / 
hematita 

 

 

Shewanella 
oneidensis MR-1 

 

 

1 mV s-1 

 

Creció a 0.2 V vs. 
Ag/AgCl 

-0.2 V y 0.1 V vs 

Ag/AgCl 
respectivamente 

  

 

 

[103,104] 

 

 

 

Discos de platino 

 

 

Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 

 

 

250 mVs-1 

 

 

Disminuyó el pico de 
reducción de óxido de 

platino 

0.0 V vs Ag/AgCl 

 

 

 

 

 

[91] 

 

 

 

 

 



   Antecedentes 

 42 

En los estudios de CV se asume que las biopelículas que crecen en la superficie del 

electrodo están en condiciones idóneas para su desarrollo; caracterizar la 

biopelícula únicamente utilizando esta técnica ha sido difícil [94] pues cambia la 

interfase con el barrido de potencial; además, a medida que la velocidad de barrido 

incrementa, la corriente capacitiva se incrementa considerablemente 

enmascarando las corrientes farádicas; particularmente cuando están asociadas a  

reacciones lentas como es el caso de la cinética enzimática (continuous enzymatic 

turnover) [101], en la cual está involucrada la transferencia electrónica entre grupos 

rédox de las proteínas y el electrodo.  
  

Mientras que estudios previos se han enfocado principalmente en la simple 

detección de cambios en las señales predominantemente por el desarrollo de 

biopelículas, un enfoque electroquímico más avanzado es necesario para detectar 

cada etapa del desarrollo de la biopelícula. Es por este motivo que, en este estudio, 

se utilizará la Espectroscopía de Impedancia Electroquímica (EIS) que presenta la 

ventaja de poder separar las contribuciones de diferentes procesos que ocurren de 

forma simultánea.  

 2.5.2 Espectroscopía de Impedancia Electroquímica (EIS) 
 
EIS es una técnica prometedora para el estudio de cambios interfaciales; cualquier 

propiedad eléctrica de las bacterias adheridas a la superficie del electrodo afecta la 

conductividad en la superficie de los electrodos [105]. En los últimos años esta 

técnica se ha utilizado para caracterizar el desarrollo de biopelículas [12,100,106–

111]. Las aplicaciones de EIS son númerosas en la corrosión influenciada por 

microorganismos, en donde la muestra es estudiada a potencial de circuito abierto 

[112,113], también se ha utilizado para caracterizar biopelículas de bacterias 

patógenas como  E. coli  [110], Staphylococcus epidermis [105], Pseudomonas 

aeruginosa [109] mientras que relacionado con los BES se ha estudiado el 

desarrollo de biopelículas de bacterias como Geobacter sulfurreducens 

[106,107,114] y Shewanella loihica [100] soportadas carbón vítreo, papel grafito, 

nanotubos de carbono y en FTO (flúor dopado con óxido de estaño).  
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La interpretación de los diagramas generalmente se lleva a cabo a través de 

circuitos eléctricos equivalentes (eec) que son asociados con propiedades de la 

interfase electrodo-biopelícula. Los parámetros eléctricos que se obtienen a partir 

del circuito equivalente propuesto, como por ejemplo resistencias, capacitores y 

elementos de fase constante (CPE) se les atribuye un significado físico relacionado 

con: cambios en las EPS de la biopelícula, con fenómenos de transferencia de carga 

debido a la bacteria o de algún compuesto metabólico producido, el incremento o 

desprendimiento de células adheridas, difusión de nutrientes entre otros.   

A continuación se presenta una revisión de la literatura (Tabla 2.2) referente a 

estudios sobre la adherencia de bacterias y desarrollo de biopelículas soportadas  

en un sistema de tres electrodos; donde se han propuesto modelos de circuito 

equivalente en diferentes superficies y se proponen la asociación física para cada 

elemento eléctrico que conforma el circuito equivalente.  
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Tabla 2.2 Propuestas de circuito equivalente como análisis de la EIS para la observación/seguimiento de adherencia y desarrollo de 
biopelículas con diferentes bacterias. 

Bacteria Circuito equivalente propuesto Ref. 

 
 
Pseudomonas 

aeruginosa 
PA14  y wspF 

mutante 
 

Superficie/electrodo: platino  
 
 
Rsol = Resistencia a la solución                                                 
Rct = Resistencia a la transferencia de carga 
Cdl=Capacitancia de la doble capa 
 

 
 

 
[109] 

 
 
 
 
 
Pseudomonas 
stutzeri (PS)/ 
Staphylococcus 
epidermis (SE) 
 

 
Superficie/electrodo:óxido de Indio y Estaño ( ITO) 
 
Rs = Resistencia ohmica del electrolito,                                                                                 Antes de la adhesión 
Cdl = Capacitancia de la doble capa  
 RCT =Resistencia a la transferencia de carga                                          
 
 
                                                                                                         
                                                                                      
                                                                                                                               Después de la adhesión:  

Rbe =Resistencia a la transferencia de carga de la bacteria                                                    
 Cbe = representa el intercambio de cargas entre las  
dos superficies.  

 
 
 
 
 
 
 

[105] 
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Continuación Tabla 2.2.  Propuestas de circuito equivalente como análisis de la EIS para la observación/seguimiento de adherencia y 
desarrollo de biopelículas con diferentes  bacterias. 

Bacteria Circuito equivalente propuesto Ref. 

 
 
 
 
 

E. coli 
 

Superficie/electrodo: ITO (óxido de Indio y estaño ) 
 
Rs = Resistencia de la solución, 
Cb = Capacitancia del biomaterial 
Rb = Resitencia del biomaterial 
RCT= Resistencia a la transferencia de carga,  
CPEi= Elemento de fase constante de la solución en la interfase del electrodo 
Zd = difusión linear anómala debido a interacciones químicas entre las partículas  
y los iones en el electrolito y el material. 

 
 
 
 

[110] 
 

 
 

Geobacter 
sulfurreducens 

Superficie/electrodo: papel grafito  
 
Rs= Resistencia de la solución (Rs)  
Q= Elemento de fase constante (CPE)  
Rfilm=Resistencia de la transferencia de carga  
 

 
 
 

[115] 

 
 

Geobacter 
sulfurreducens  

             y 
mutante 

deficiente PilR 
 

Superficie/electrodo: carbón vítreo, FTO (óxido de flúor y estaño)  
 
Q1 = Elemento de fase constante que representan la capacitancia de la biopelícula. 
Q2 =Elemento de fase constante que representan la capacitancia de la doble capa  
R1= Resistencia de la solución 
R2=resistencia a través de la biopelícula 
R3=Resistencia a la transferencia de carga en la interfase biopelícula/electrodo. 

 
 
 
 

[106,107,114] 

 
Shewanella 

loihica 
 

Superficie/electrodo: nanotubos de carbón 
 
R1 =Resistencia del electrolito 
R2 =Resistencia a la transferencia de carga de las flavinas producidas por la bacteria,             R1 + R2/C2 + R3/C3  
R3 =Oxidación de la fuente de energía (lactato). 
 

 
[100] 
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Uno de los aspectos importantes de utilizar EIS como técnica para evaluar el 

seguimiento de la biopelícula, es que no es necesario tener un par redox en la 

interfase; se puede dar seguimiento a la evolución de la biopelícula con un 

parámetro eléctrico definido como la capacitancia de biopelícula. En la tabla 2.2 se 

muestra que la mayoría de los circuitos propuestos contemplan dos constantes de 

tiempo (RC); mientras que cuando hay una constante de tiempo, en el cambio de la 

capacitancia de la doble capa, está incluido el cambio de la capacitancia de la 

biopelícula [109]. La mayoría de estos estudios se les ha aplicado un potencial al 

electrodo, esto puede modificar la forma en como se desarrollla la biopelícula. 

Estudios relacionados con la formación de la biopelícula sin polarización, son muy 

limitados. Hasta ahora sólo se ha estudiado a Geobacter sulfurreducens y 

Pseudomona aeruginosa sin aplicación de potencial [109,114].  

 

Cabe señalar que existe mayor cantidad de estudios de EIS enfocados en celdas 

de dos electrodos (MFCs) utilizando electrodos a base de carbono que miden la 

resistencia total de la celda; así como otros casos, donde únicamente se presentan 

los diagramas de EIS sin proponer un circuito equivalente, no obstante, en este 

trabajo esta información queda fuera de este estudio. Esto debido a que el sistema 

de tres electrodos está diseñado para que la repuesta electroquímica esté asociada 

sólo el electrodo de trabajo (WE); siendo esta área muy pequeña, mientras que el 

área del contraelectrodo (CE) es en comparación más grande (al menos 10 veces 

mayor ) [116]. 

 
La EIS también se ha utilizado para caracterizar los cambios interfaciales en SM 

como la calcopirita, bornita (Cu5FeS4) y arsenopirita (FeAsS) debido a la formación 

de biopelículas de A. ferrooxidans o  A. thiooxidans en la superficie que fomentan la 

oxidación del sulfuro mineral [12,13,108,117]; sin embargo, la interfase sulfuro 

mineral/bacteria-biopelícula/solución presenta cambios debido a:  

 

1. La oxidación abiótica del sulfuro mineral 

2. La biooxidación del mineral originada por las bacterias 
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3. La adherencia de las células del mineral y la formación/evolución de la 

biopelícula.  

Todos estos procesos suceden de forma simultánea en la superficie del mineral;  

aunque hay esfuerzos para lograr una mayor comprensión y se han realizado 

estudios de EIS aún no es claro del todo;  separar y explicar la contribución de cada 

aspecto es complejo aunque se realicen los controles correspondientes. Por lo que 

el estudio de interfase electrodo/bacteria-biopelícula/solución usando grafito como 

electrodo tiene la finalidad de aportar información cuantitativa de los cambios 

interfaciales que podrían ser asociados a la operación de los BES, en condiciones 

ácidas y, por otro lado, contribuir al estudio de los procesos de biolixiviación y de 

adherencia a los SM en un sistema menos complejo, al tener una superfice menos 

reactiva como el grafito.  
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Justificación  
 
La mayoría de la información relacionada con biopelículas de Acidithiobacillus. 

thiooxidans se encuentra enfocada en superficies de sulfuros minerales; en donde 

al tener una superficie reactiva que actúa tanto como soporte, como una fuente de 

energía, haciendo difícil la comprensión de las contribuciones de los fenómenos que 

suceden simultáneamente en la interfase. De esta manera, para estudiar los 

procesos iniciales de formación de biopelículas de A. thiooxidans es necesario 

utilizar una superficie menos reactiva como soporte de ésta, por ejemplo materiales 

de carbono. 

 

Los estudios interfaciales electroquímicos de biopelículas con microorganismos 

quimiolitoautotróficos y acidófilos que utilizan diversos compuestos de azufre 

soportados en grafito se han limitado sólo a identificar los posibles procesos redox 

relacionados con la biopelícula en el electrodo, sin proporcionar información 

cuantitativa de lo que está sucediendo en la interfase electrodo/bacteria-

biopelícula/solución. Debido a las posibles aplicaciones de las biopelículas en 

diversos procesos bioelectroquímicos y de biolixivaición, es necesario investigar 

cómo la biopelícula evoluciona en grafito en condiciones ácidas y obtener datos 

cuantitativos sobre cómo cambia la interfase en ausencia de un potencial aplicado.  
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Hipótesis 

 
Es posible el desarrollo de una biopelícula de Acidithiobacillus thiooxidans 

soportada en un electrodo de grafito usando como fuente de energía compuestos 

de azufre y correlacionar sus cambios/evolución con su respuesta electroquímica. 

 

Objetivo general 

Evaluar mediante técnicas electroquímicas el desarrollo de una biopelícula de 

Acidithiobacillus thiooxidans soportada en un electrodo de grafito 

Objetivos específicos 

 
• Establecer las condiciones experimentales para formar una biopelícula de 

Acidithiobacillus thiooxidans en el colector de corriente. 

 

• Obtener la respuesta bioelectroquímica inherente al desarrollo y evolución de 

la biopelícula de A. thiooxidans.  

 

• Caracterizar la biopelícula mediante técnicas microscópicas para contrastar 

la información obtenida de las técnicas electroquímicas.  
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Capítulo 3 . Metodología 
 

“Los experimentos son el único medio de conocimiento a nuestra disposición. El resto es 
poesía, imaginación ” 

Max Planck 
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3.1. Medio de Cultivo  
 
El medio de cultivo utilizado tiene la siguiente composición: 
 
                            Tabla 3.1 Composición química del medio de cultivo utilizado.  

Compuesto Concentración (g/L) 
NH4Cl 0.2 

MgCl2×6H2O 0.5 

CaCl2 0.25 

KH2PO4 3.0 

FeS 0.0005 

S0 10 

 
 
Para su preparación se diluyeron todos los compuestos en un matraz aforado de 1 

L (en el orden que aparecen en la Tabla 3.1) con excepción del azufre elemental. El 

medio de cultivo se esterilizó en autoclave a 121°C durante 20 min en frascos 

Wheaton, después el pH del medio se ajustó a 1.9 con H2SO4 concentrado. El S0 

se esterilizó de forma separada con luz UV por dos horas en una campana de flujo 

laminar y se añadió al medio hasta el momento en el que se inicia el 

experimento/cultivo.  El ajuste de pH del medio de cultivo y la esterilización del S0 

se llevó a cabo en una campana de flujo laminar. 

3.2. Mantenimiento de cultivos  
 

Para obtener el inóculo, se tomaron de 15 a 20 mL de un cultivo de Acidithiobacillus 

thiooxidans ATCC 19377 obtenido de otro cultivo previo que se encuentre en fase 

exponencial (15 días) y se centrifugó a 8000 rpm durante 40 min a 28 °C. 

Posteriormente, se decantó el sobrenadante (aprox. 10 mL) y el pellet formado se 

disolvió en los 5 mL restantes; este inóculo en fase exponencial se añadió a un 

matraz Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio previamente esterilizado y 

ajustado a pH de 1.9 (sección 3.1). La concentración inicial fue de 106 células/mL, 
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esta concentración se obtuvo realizando conteos directos en cámara de Neubauer 

utilizando un microscopio óptico Leica Gallen III 317505 . Después, se adicionó el 

S0 previamente esterilizado. Todo este procedimiento se lleva a cabo en una 

campana de flujo laminar. Finalmente, se colocó el matraz en un agitador orbital y 

se incubó a 115 rpm a temperatura entre 28 y 30 °C.   

 

3.3 Incremento de células en suspensión  
 
Se realizó la cinética de crecimiento de la población de A. thiooxidans únicamente 

contabilizando las células en suspensión; esto debido a la dificultad que se tiene de 

obtener la concentración celular en el sólido (azufre). 
   
Condiciones experimentales:  

 

Se inocularon matraces Erlenmeyer con una biomasa inicial de 106 células/mL 

utilizando 100 mL del medio de cultivo mencionado en la sección 3.1. Para la 

obtención de la curva de crecimiento, se extrajeron muestras de 200 µL y se 

realizaron conteos directos en cámara de Neubauer durante 13 días, utilizando un 

microscopio óptico Leica Gallen III 317505.  
 

3.4. Lavado de electrodos de trabajo  
 

Barras de grafito comercial (95% de pureza) de 0.5 cm ancho x 15 cm de largo., 

fueron cortadas con un disco de diamante a baja velocidad. Posteriormente, fueron 

lavados con una solución de 37 mM HCl durante 2 horas; después, fueron inmersos 

en acetona pura durante 10 min; posteriormente fueron sumergidos durante toda la 

noche en agua desionizada y esterilizados en autoclave antes de usarse. El área 

del electrodo del trabajo es de 0.25 cm2 (0.5 cm x 0.5 cm) misma que fue delimitada 

utilizando cinta teflón. Experimentos previos demostraron que la cinta teflón aisla el 

material.   
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3.5. Sistema de tres electrodos (celda electroquímica)  
 

Esta celda se utilizó para todos los experimentos electroquímicos. Consiste en una 

celda de vidrio enchaquetada de tres electrodos, que tiene un filtro estéril de algodón 

para permitir el flujo del aire para mantener condiciones aerobias. El contra 

electrodo fue una barra de grafito (Alfa Aesar 99.9995 % pureza) previamente pulida 

con una lija de 1200 y lavado con agua desionizada. Como electrodo de referencia 

se utilizó un electrodo de Calomel (0.241 V vs. NHE) con una solución saturada de 

KCl previamente esterilizada en autoclave, el electrodo se mantuvo en luz UV 

durante 1.5 h, posteriormente le fue colocado un capilar de Luggin con solución 

saturada de KCl. El electrodo de trabajo varía, puede ser un bioelectrodo/control 

(área geométrica de 0.25 cm2 ,sección 3.4) según el experimento correspondiente. 

Todos los potenciales reportados en este trabajo se transformaron al electrodo 

normal de hidrógeno (NHE). Se utilizaron 100 mL del medio de cultivo mencionado 

en 3.1 como electrolito soporte. La celda, el contraelectrodo, el capilar de Luggin, y 

el medio de cultivo fueron esterilizados por separado en autoclave a 121°C por 20 

minutos antes de utilizarse. Todo el sistema electroquímico se ensambló en una 

campana de flujo laminar. La temperatura de operación durante las pruebas 

electroquímicas se mantuvo en un intervalo de 28 a 30 °C mediante un baño 

recirculatorio.  

3.6 Medición del potencial de circuito abierto (OCP) 
 

Antes de iniciar cualquier experimento electroquímico, se midió el potencial de 

circuito abierto por un tiempo mínimo de 40 minutos para pruebas abióticas; 

mientras que para pruebas con A. thiooxidans el tiempo mínimo fue de 2.5 horas. 

Una vez que se obtuvo un valor constante se llevaba a cabo la técnica 

electroquímica de interés. Para realizar cada medición de EIS fue necesario tener 

un OCP muy estable con una variación de ± 5 mV entre cada medición por al menos 

1 hora, de lo contrario, el espectro no tenía la calidad requerida para su posterior 

análisis.  
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3.6 Caracterización electroquímica de la interfase del 
bioelectrodo in situ 
 
En una celda electroquímica descrita en la sección 3.5, se inoculó con una 

concentración inicial de 107 células/mL y el medio de cultivo incluyó S0 elemental. 

Se utilizó como electrodo de trabajo un electrodo de grafito previamente lavado y 

esterilizado (Figura 3.1) . Se monitoreó su potencial de circuito abierto (OCP) y se 

realizaron espectros de impedancia (EIS) durante 7 días en continuo (in situ) sin 

agitación y también con una agitación de 100 rpm; la agitación fue de tipo 

magnética. El control abiótico se utilizó una celda con las mismas condiciones sin 

adición de inóculo. Los espectros de impedancia electroquímica se obtuvieron a 

partir del OCP con una amplitud sinusoidal de ±10 mV y un intervalo de frecuencias 

de 10 ´103 hasta 1´10-3 Hz y 6 puntos por década. Para el ánalisis de los espectros 

ver el procedimiento en la sección 3.7.  

 
Figura 3.1 Celda electroquímica utilizada para caracterización de la interfase del bioelectrodo 
in situ.  

 



  Metodología  

 55 

Adicionalmente, al finalizar el día 7, se realizó una Voltamperometría Cíclica (CV). 

para analizar las propiedades oxidativas-reductivas de la biopelícula, sin y con 

agitación (100 rpm); comenzando el barrido en dirección positiva a partir del 

potencial de circuito abierto, con una velocidad de barrido pequeña de 1 mV s-1 para 

no dañar las células/biopelícula. Esto debido a que existen estudios que han 

utilizado altas velocidades de barrido (250-500 mV s-1)  donde se afirma que puede 

ocurrir una desorción parcial de las células/biopelícula o disminuir el número de 

células viables [96,118].  
 

3.7. Caracterización electroquímica de la interfase del 
bioelectrodo ex situ 
	

3.7.1 Condiciones experimentales parte 1: Adherencia y 
formación de una biopelícula de A. thiooxidans soportada en 

electrodos de grafito (bioelectrodos)   
 
Cuatro electrodos de grafito (sección 3.4) fueron insertados en una tapa de 

polipropileno de un frasco Wheaton de 250 mL. El frasco con los electrodos fue 

esterilizado en autoclave a 121 °C por 20 minutos; después, 100 mL del medio de 

cultivo previamente esterilizado y 5 mL de inóculo con 107 células/mL fueron 

añadidas al frasco, finalmente se agregó 1 gramo de S0 esterilizado. Un electrodo 

de grafito inmerso en un medio abiótico (sin inóculo) se utilizó como control. La 

velocidad de agitación y la temperatura se mantuvo a 100 rpm y 28 ± 2 °C 

respectivamente, (dentro de una incubadora con agitación mecánica) ver Figura 3.2. 

Durante el tiempo de incubación y desarrollo de la biopelícula, no se aplicó ninguna 

perturbación eléctrica (potencial o corriente), y el grafito únicamente fue utilizado 

como soporte de la biopelícula. Se tomaron bioelectrodos los días 1, 3, 5 y 7 para 

su caracterización electroquímica en la celda de tres electrodos (sección 3.3).  Con 

la finalidad de evitar cambios en la estructura de la biopelícula y en las EPS, otro 

“juego de electrodos” obtenidos bajo las mismas condiciones, fue utilizado para la 

caracterización microscópica en cada día de los ensayos.  
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Figura 3.2 Diagrama general del procedimiento de la caracterización de la interfase ex situ (medio de cultivo fresco). 
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3.7.2 Condiciones experimentales parte 2:  Caracterización 
electroquímica de la interfase de bioelectrodos ex situ 
 
Se realizó un espectro de impedancia a los bioelectrodos extraídos del frasco 

durante los días 1, 3, 5 y 7 y fueron colocados en una celda como la descrita en 3.5 

con medio de cultivo fresco sin S0 (ver Figura 3.2). con el fin de obtener los espectros 

de impedancia electroquímica y Voltamperometría Cíclica, en los días 

correspondientes. 

Para los espectros de EIS se utilizó un potenciostato (VMP3, Bio-Logic Science 

Instruments); antes de aplicar esta técnica, se midió el potencial de circuito abierto 

(OCP), el experimento se llevó a cabo hasta que el OCP  fuera constante; como 

control abiótico se utilizó un electrodo de grafito previamente lavado y esterilizado. 

Los espectros de EIS se obtuvieron a partir del OCP con una amplitud sinusoidal de 

±10 mV y un intervalo de frecuencias de 10 ´103 hasta 1´10-3 Hz y 6 puntos por 

década. El ajuste del circuito equivalente propuesto fue realizado con el software 

Zview 3.5 c (Scribner Associates Inc., Southern Pines, NC).  

Para los elementos de fase constante (CPE) que están propuestos en el circuito 

equivalente se calculó la capacitancia mediante la siguiente ecuación [112,119,120]: 

! = ($%&)( )* &+                                                                     (3.1) 

Donde Y0 es la base de la admitancia del elemento de fase constante, R representa 

la resistencia  y n es el  factor que está en el intervalo de  0 < n < 1. 

 

Las transformadas de Kramers-Kronig se obtuvieron a partir de los espectros 

experimentales, utilizando con el software Lin-KK tool [121–123].  

 
Al final de cada medición de EIS, se realizó una Voltamperometría Cíclica (CV) en 

la misma celda para analizar las propiedades oxidativas-reductivas de la biopelícula, 

sin y con agitación (100 rpm); iniciando el barrido en dirección positiva a partir del 

potencial de circuito abierto, con una velocidad de barrido de 1 mV s-1. Con el 
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objetivo de evitar el daño a la biopelícula, después de realizar las respectivas 

pruebas (EIS y CV), el bioelectrodo se descontinuaba y no se regresaba al frasco. 

Como resultado de esto, cada bioelectrodo es un experimento independiente que 

sólo corresponde a un día en específico. Los experimentos se realizaron por 

triplicado.  

 

3.8. Análisis microscópico de los bioelectrodos 
 

3.8.1. Preparación de muestras para ESEM 
 

Con el objetivo de observar las células/biopelículas adheridas a la superficie del 

grafito mediante ESEM, los bioelectrodos fueron preparados mediante la siguiente 

metodología. La preparación de las muestras biológicas incluye varias etapas 

(Figura 3.3) con la finalidad de no dañar las células.  

 

 
 

Figura 3.3 Esquema representativo de la preparación de las muestras para su observación 
por ESEM [124]. 
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Fijación, tiene como objetivo endurecer el contenido intracelular para que soporte 

el estrés físico de los pasos posteriores; los fijadores actúan cesando la actividad 

enzimática y el tejido celular. Esto se logra por varios métodos, tanto físicos como 

químicos, en el caso de los químicos generalmente se utiliza glutaraldehído, 

formaldehído, tetraóxido de osmio, entre otros. En este trabajo se utilizó el 

glutaraldehído al 3% preparado en una solución de PBS (Na2HPO4•7H2O y 

NaH2PO4, pH 7). 

 

Enjuague o lavado, se utilizan soluciones buffer con la finalidad de mantener la 

tonicidad y osmolaridad de las células y evitar que éstas estallen o colapsen; por lo 

que la solución buffer debe tener el mismo potencial osmótico y pH que el 

citoplasma dentro de la célula (pH 7.2-7.4), y entre las más utilizadas se encuentran 

las de fosfatos, por su bajo costo y baja toxicidad. 

 

La deshidratación tiene como objetivo eliminar el agua de la muestra, 

sustituyéndola por etanol, el cual es posteriormente intercambiado por CO2 líquido, 

durante el proceso de desecación. Dado que el agua es poco miscible con el CO2, 

es que se utiliza etanol como líquido de transición; sin embargo, este proceso debe 

llevarse a cabo de manera gradual, para evitar la deshidratación drástica de las 

células, por lo que se utilizaron diluciones de etanol al 30%, 50%, 70% y 100% 

(durante un tiempo de 10 min en cada concentración de alcohol). Aunque los 

tiempos en los que se dejan las muestras sumergidas en etanol tienden a ser 

variables, y por lo regular son de tiempos cortos y generalmente dependen del 

grosor de la muestra.  

 

La desecación, generalmente se realiza por punto crítico ya que, a ciertas 

características de temperatura y presión, un fluido iguala su densidad en fase líquida 

a la de vapor, haciéndose una sola fase (punto crítico), y en esta condición es 

posible llevar todo el líquido a la fase vapor sin que exista tensión en la superficie 

de la muestra. Comúnmente se utiliza CO2 en estado líquido,  lográndose el punto 

crítico con relativa facilidad (31°C, 1072 psi). Finalmente, para hacer conductora la 
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muestra se aplica una capa muy delgada de un metal de elevado número atómico, 

lo cual se realiza por sputtering. Se forma una nube de iones de Ar y átomos de 

metal descargados desde una laminilla o target del metal a usar como conductor, y 

los cuales caen suavemente sobre la muestra. El metal preferentemente es Au, 

pues le imparte mayor conductividad a la muestra, emitiendo una señal más intensa 

para formar la imagen topográfica. Además, durante la observación se tuvieron en 

cuenta varios factores, tales como la distancia de trabajo (10 mm), el tamaño de 

apertura de los lentes electrónicos finales y el tamaño del diámetro del haz de 

electrones que fue de 5.5 y, el factor más importante, mantener un voltaje de 

aceleración entre 18 y 20 kV. 
 
 

Además, se obtuvieron imágenes únicamente de la superficie del grafito y su 

composición elemental mediante SEM-EDAX con un voltaje de aceleración de 15 

kV. El ánalisis EDAX fue realizado con una ampliación 10K. 

 

3.8.2. Preparación de muestras para Microscopía Confocal 
Laser de Barrido (CLSM) 
 
Con el objetivo de observar en el CLSM las células/biopelículas adheridas y el tipo 

de sustancias poliméricas extracelulares en la superficie del grafito, los 

bioelectrodos fueron preparados mediante la siguiente metodología. 

 

Se usaron tres fluorocromos: la lectina de Canavalia ensiformis (Con-A) para 

compuestos hidrofílicos, principalmente residuos o carbohidratos extracelulares de 

a-manosa y a-glucosa; rojo Nilo para compuestos hidrofóbicos ricos en lípidos y 

Naranja de acridina para detección de ADN.  

 

Se prepararon las siguientes disoluciones en oscuridad: 

 

• HEPES (ácido libre, ácido 4-(-2 hidroxietil) piperazina-1-1 etanosulfónico, 

C8H18N2O4S; Sigma Aldrich), se toma ~0.2383 g cantidad que se afora a 100 
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mL con agua destilada, después de ajustar a pH de 7.2 con una solución de 

NaOH diluido. Se mantiene en refrigeración (4° C) hasta su uso. 

• Con-A: se pesan 0.120 g del reactivo Con-A (Lectina de Canavalia 

Ensiformis, Sigma-Aldrich) que se disuelve en 25 mL de 1 M NaCl, con el fin 

de favorecer la solubilidad del reactivo; mientras que para preparar el Rojo 

Nilo (Sigma-Aldrich) se utilizan 0.0125 g disuelto en 25 mL de etanol 

concentrado grado reactivo.  

• Naranja de Acridina, NA (Sigma-Aldrich), se pesan 0.005 g y se afora con 25 

mL de solución de PBS.  

 

Después de preparar las soluciones se mantuvieron en oscuridad y refrigeración (4 

°C). 

 

Tinción  
 

Todo el procedimiento se realiza en oscuridad y las muestras se cubren con papel 

aluminio durante el tiempo de reacción.  Se realiza de la siguiente manera: (i) se 

fijan las células con una solución de formaldehído al 3.5% con PBS y se mantiene 

en refrigeración a 4 °C hasta que se lleve a cabo la tinción. (ii) se lava con HEPES 

para remover el resto de formaldehído, (iii) posteriormente se hace la tinción con 

Con-A  agregando unas gotas y cubriendo la superficie de las muestras con papel 

aluminio, y las preparaciones son colocadas en la oscuridad por 1:15 h para que 

suceda la reacción del fluorocromo con los exopolisacáridos, (iv) nuevamente la 

preparación se enjuaga con HEPES para retirar el resto del fluorocromo, (v) se 

cubre la superficie de los electrodos con Rojo Nilo y se mantienen en oscuridad por 

15 min, (vi), se realizó el lavado con HEPES para retirar el exceso de fluorocromo.  

Si se requiere identificar el ADN: (vii) se agrega Naranja de Acridina (NA) a la 

superficie de los electrodos y se deja interactuar por 5 min, posteriormente se lava 

con HEPES para retirar el exceso de fluorocromo (viii) se mantiene en oscuridad y 

refrigeración hasta su análisis por CLSM. 
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Por CLSM, se evalúa la intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo, ConA y NA para 

lo cual, primero se obtienen las longitudes de onda fluorescentes asociadas a las 

especies de S0, Rojo Nilo, Con-A y NA; utilizando diferente láser para obtener las 

correspondientes regiones de interés (ROI). Se utilizó un microscopio Confocal-

Multifotónico LSM 710 NLO para la adquisición de imágenes 2D y 3D (Este 

instrumento está localizado en el Centro de Nanociencias y Micro y Nanotecnologías 

del IPN).  Para las imágenes 3D se utilizaron los objetivos 20X y 40X (oil) plan-

apochromat. Las longitudes de onda excitación y emisión fueron: 561 nm y de 563 

a 588 nm para Con-A; para Rojo Nilo de 488 nm y de 600 a 753 nm; para NA 405 

nm y de 465 a 524 nm respectivamente. Algunas muestras de grafito con azufre 

elemental (en el mismo frasco de suspensión) fueron analizadas sólo con la fijación 

de formaldehído al 3.5%, sin llevarse a cabo ninguna tinción, con la finalidad de 

monitorear la autofluorescencia del S0 en las longitudes de onda de 

excitación/emisión seleccionadas.   

 

3.8.3. Espectroscopía Raman 
 
La Espectroscopía de Raman se utilizó para observar y analizar posibles partículas 

de azufre que quedaran adsorbidas en la superficie del grafito. Los pasos son 

descritos a continuación: 

Cubos de grafito se tomaron a diferentes tiempos de incubación de un cultivo y se 

colocaron en frascos de vidrio de 10 mL con tapas con sello hermético, donde se 

les inyectó N2 para remover el oxígeno y evitar la biooxidación de azufre.  Para su 

envío a analizar, los frascos se incluyeron en un frasco de vidrio de 1 litro con sobre 

para anaerobiosis. 

Los espectros de Raman fueron obtenidos utilizando un espectrofotómetro (T64000 

Jobin Yvon) acoplado a un confocal-imaging module (Olympus BH2-UMA. Este 

equipo está localizado en el Laboratorio de Química de Superficies, Instituto de 

Metalurgia, UASLP.  Se utilizó un láser de una longitud de (λ of 532 nm) . El intervalo 

vibracional fue de 0-700cm-1. Los  Picos de Raman fueron identificados usando la 

base de datos RRUFF [125] y otras fuentes [41,126–129]. 
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Capítulo 4 . Establecimiento de condiciones 
de operación  

“Si quieres entender el universo piensa en términos de energía, frecuencia y vibración“ 
Nikola Tesla 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



   Establecimiento de condiciones de operación 

 64 

Este capítulo está dedicado a los experimentos necesarios para obtener las 

condiciones de operación, gran parte de la información obtenida está soportada en 

la literatura.  

4.1 Incremento de células en suspensión  
 
Se inocularon matraces Erlenmeyer con una concentración inicial de 106 células/mL 

en el medio de cultivo mencionado en la sección 3.1. Para la obtención de la curva 

de crecimiento, se extrajeron muestras y se realizaron conteos directos.   

La cinética de crecimiento de la población de A. thiooxidans se estableció usando 

como fuente de energía azufre elemental (Figura 4.1). En esta cinética se observa 

la fase exponencial con una velocidad de incremento del número de células en 

suspensión de : μ1= 0.26 días-1 y un tiempo de duplicación total de la población de 

2.6 días; entre los días 6 y 7, se observan concentraciones de células 

estadísticamente similares, con una desviación estándar de ± 0.001 y ± 0.05 

respectivamente; este comportamiento se puede asociar a la adherencia a las 

partículas de azufre para la formación de biopelículas [130], como se corroboró en 

las imágenes obtenidas por el microscopio óptico durante los conteos celulares los 

días 6-7 (Figura 4.2). El incremento posterior en la concentración celular (días 8-13) 

se debe a la división celular. Este incremento de la biomasa en suspensión tiene 

una velocidad de μ2=0.12 días-1, que corresponde a un tiempo de duplicación total 

de la población de 5.7 días. Otros autores han estudiado la cinética de incremento 

celular de A. thiooxidans en medio con S0 [131–133]; sin embargo estos estudios 

no presentan este tipo de comportamiento, posiblemente debido a que realizan el 

estudio como una cinética de adsorción calculando tanto la concentración de células 

en suspensión y las adheridas al S0, ajustándose a una isoterma de Langmuir [131], 

modelos no lineales a partir de una isoterma de Freundlich [133] u otros [132].  
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Figura 4.1 Variación de las células en suspensión de A. thiooxidans en el medio de cultivo (tabla 
3.1) con S0 como fuente de electrones/energía y el comportamiento del pH en el tiempo 
transcurrido desde la inoculación. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se 
muestra la desviación estándar.  

 

El decremento de pH es ocasionado por la biooxidación del S0 (reacción 4.1) 

                               (4.1) 

 

Al final de 3.5 - 4 meses se consume todo el S0 (Figura 4.3), el pH del medio 

disminuyó a casi cero, mientras se mantuvo una elevada población celular (»108 

células/mL) corroborando que A. thiooxidans puede vivir en ambientes extremos, 

como se ha demostrado ya en la literatura; se ha reportado que A. thiooxidans 

puede desarrollarse en un intervalo de pH de 0.5-5.5 [53]. No se muestran 

resultados cuantitativos del consumo total de azufre. 
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Figura 4.2 Imagen obtenida mediante el microscopio óptico (40x) de una muestra de un cultivo 
de A. thiooxidans que corresponde al día 7 de incubación.    

 

 
Figura 4.3 Cultivos de A. thiooxidans. Izquierda, cultivo de 4 días; derecha, cultivo de 3.5 
meses. 
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Inicialmente, también se optó por trabajar con una fuente de energía soluble, como 

el tetrationato de potasio (K2S4O6) debido a que existen estudios que lo usan como 

fuente de energía para microorganismos acidófilos [2,134–136] y con el propósito 

de facilitar los experimentos electroquímicos con un compuesto soluble; sin 

embargo, el incremento celular fue más lento (datos no mostrados), pues los 

politionatos no son estables en ambientes oxígenados, sobre todo a un intervalo de 

pH bajo [137,138].  

 

4.2 Caracterización del sistema abiótico   
 
Se caracterizó el sistema abiótico para tener un control abiótico de la interfase . 

4.2.1 Electrodos de trabajo 
 
Los electrodos utilizados en este trabajo fueron barras de grafito comercial con una 

pureza de 95%, este grafito presenta una superficie porosa e irregular (Figura 4.4). 

Del análisis de SEM-EDAX se encontró que las impurezas que se encontraron en 

el grafito contienen sílice, magnesio y hierro.  

 

 
Figura 4.4 Imagen de SEM de la superficie del grafito utilizada como electrodo de trabajo. 

 
 

Antes de realizar cualquier experimento electroquímico que involucró a A. 

thiooxidans fue necesario caracterizar el medio de cultivo y la respuesta 
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electroquímica de la fuente de energía.  A continuación se presentan los resultados 

de la respuesta del tetrationato (S4O6
2-) y del azufre elemental (S0).  

 
Se realizaron CVs para establecer la ventana de electroactividad, así como la 

presencia de posibles procesos de transferencia de carga asociados a especies 

químicas presentes en solución; el medio de cultivo mencionado en el apartado 3.1 

(con/sin adición de S0) fue utilizado como electrolito soporte.  Se utilizó el sistema 

de tres electrodos mencionado en el apartado 3.5. El electrodo de trabajo fue una 

barra de grafito (sección 3.4). Las velocidades de barrido seleccionadas para iniciar 

esta caracterización son de 5, 10 y 20 mV s-1. Estas velocidades de barrido se 

eligieron pues no incrementan la corriente capacitiva de forma importante 

permitiendo observar la posible existencia de procesos redox en la superficie.  Se 

burbujeó el sistema con nitrógeno y se agitó durante 2 minutos antes de comenzar 

cada experimento. Para las pruebas de oxidación de tetrationato (S4O6
2-) se añadió 

K2S4O6 en concentraciones de 3 y 6 mM y se utilizó una velocidad de 5 mV s-1.  

 

4.2.2. Selección de la ventana de potencial del sistema abiótico 
 
En la Figura 4.5 se presentan los CVs del electrodo de grafito en el medio de cultivo; 

en estos voltamperogramas aparece un proceso de reducción y oxidación, muy 

cercano (0.5 V vs. NHE) de donde se inicia el barrido de potencial (OCP), y es 

independiente tanto de la dirección donde se inicia el barrido (Figuras 4.5 a y b), 

como de la agitación del medio (Figura 4.5 c); este comportamiento indica la 

presencia  de una especie que se encuentra adsorbida en la superficie y puede estar 

relacionada a una impureza propia del proceso de producción del grafito [139].  De 

lo anterior se concluye que la solución de medio de cultivo no lleva a cabo ninguna 

reacción faradaica al aplicar un potencial. Esta condición es favorable pues significa 

que en los siguientes experimentos en presencia de A. thiooxidans, donde se 

observe una modificación en los CVs puede ser atribuida a un proceso que 

vinculado directamente con la bacteria 
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Figura 4.5 Voltamperometrías cíclicas obtenidas en grafito a diferentes velocidades de barrido, 
en el medio de cultivo sin S0 a pH 1.9. El barrido de potencial se inicia en el OCP en diferentes 
direcciones:   a) sentido positivo, b) sentido negativo, y c) sentido positivo con agitación (100 
rpm).   

 
 

4.2.3 Voltamperometría cíclica con tetrationato (S4O6
2-) y azufre 

elemental (S0) 
 
Después de realizar las voltamperometrías cíclicas del electrodo de grafito 

únicamente sumergido en el medio de cultivo, se realizaron pruebas experimentales 

añadiendo al sistema 3 o 6 mM S4O6
2-. . En la Figura 4.6 se presentan los CVs a 

diferentes potenciales en sentido positivo para 3 mM de tetrationato. En el sentido 

negativo no aparece reacción. por ser similares Los resultados empleando ambas 

concentraciones reflejaron un comportamiento similar (por lo que los gráficos con 6 

mM se omiten). La oxidación química del S4O6
2- es tan rápida que no se alcanza a 
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observar un proceso rédox independientemente de la velocidad de barrido que se 

utilice. El único efecto sobresaliente/interesante que se presenta es el incremento 

en la corriente necesaria para llevar a cabo el proceso de oxidación del agua,a 

valores de 1.1-1.19 mA cm-2. Esto puede deberse a que está ocurriendo un traslape 

de los picos al potencial de oxidación del agua o bien, la oxidación del S4O6
2- cataliza 

la oxidación del agua. Se llevó a cabo el análisis por medio de potenciales de 

inversión; sin embargo, no se obtuvo más información de interés pues no se 

encontró un proceso relacionado con la oxidación del tetrationato.  

 
Figura 4.6 Voltamperometrías cíclicas (v= 5 mV s-1) obtenidas en grafito, en el medio de cultivo 
pH 1.9 con 3 mM S4O6

2-. El barrido de potencial se inicia en el OCP en dirección positiva y la 
dirección del barrido se invierte en diferentes potenciales indicados en la figura. El control se 
obtiene en ausencia de tetrationato. 

 
De este experimento se concluyó que el tetrationato se oxida muy rápido en 

condiciones aerobias y no se puede registrar su comportamiento electroquímico en 

un electrodo de grafito. En general, los politionatos no son una forma estable y 

predominante del azufre en ambientes oxígenados, y representan sólo un 

intermediario a lo largo de las diferentes etapas de la oxidación y reducción entre 

especies más reducidas de azufre y el sulfato [137]; sin embargo, se propuso como 

primer alternativa pues existen cinéticas de incremento celular en suspensión  
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utilizando tetrationato de potasio como fuente de energía  en condiciones aerobias 

[134] . 

 

Druschel et al. [137] estudiaron la cinética del tritionato (S3O6
2- ) y el tetrationato 

(S4O6
2- ) en sistemas análogos al drenaje de roca ácido; sin embargo la velocidad 

de barrido de las CVs obtenidas fue de 500 mV s-1 y se utilizó como electrodo de 

trabajo una gota de mercurio que se oxidaba y formaba un complejo de la forma 

Hg(SxOy
n) que posteriormente se estudiaba más afondo. Esto demuestra que se 

necesita tener condiciones experimentales electroquímicas muy diferentes para 

poder detectar el tetrationato en condiciones aerobias, que están fuera del alcance 

del proyecto.  Además los sistemas bioelectroquímicos (MFCs) reportados que han 

trabajado a pH ácido usando S4O6
2- como fuente de energía [2,3], han sido bajo 

condiciones anaerobias, que son perjudiciales para A. thiooxidans al ser una 

bacteria aerobia estricta [35]. De esta información y la obtenida en la sección 4.1 

relacionada con el lento incremento de la biomasa celular usando S4O6
2-, se tomó 

la decisión de únicamente trabajar con S0 en suspensión como fuente de energía.   

 

Cuando se realiza una CV con adición de S0 en suspensión (Figura 4.7), el 

comportamiento es similar a los obtenidos en la Figura 4.5; sin embargo, el azufre 

al ser una especie no conductora y estar en suspensión sólo provoca perturbaciones 

en la corriente con respecto al CV trazados en ausencia de S0. Cuando se agita la 

solución en presencia de S0, los CVs no presentan ninguna modificación y sólo se 

observa corriente con mayores perturbaciones (gráficos no mostrados). Por lo que 

en los posteriores análisis de CV fue necesario promediar los puntos mediante la 

herramienta filter analysis del software EC Lab.  



   Establecimiento de condiciones de operación 

 72 

 
Figura 4.7 Voltamperometrías cíclicas obtenidas en grafito, en el medio de cultivo pH 1.9 con 
S0 en suspensión. El barrido de potencial se inicia en el OCP en dirección positiva, a diferentes 
velocidades de barrido. 

 
 

4.2.4. Selección de condiciones experimentales para EIS 

 
Uno de los aspectos importantes para llevar a cabo EIS es la amplitud utilizada; 

para su selección se deben realizar espectros con diferente amplitud. En este 

trabajo se ensayaron 1, 5, 10 y 15 mV. En la Figura 4.8 se presentan los espectros 

de impedancia obtenidos, se observa ruido a una amplitud de 1 mV, sobre todo en 

los diagramas de Bode fase, por lo que las mediciones a esta amplitud no serían 

confiables; mientras que de 5-15 mV el espectro se mantiene sin ningún cambio, lo 

cual significa que en este intervalo no existe error en la respuesta de impedancia 

[140,141]; entonces se selecciona una amplitud que se encuentre en el punto 

intermedio de otras dos amplitudes sin sufrir ningún cambio en el espectro [140,141] 

por esta razón, se eligió 10 mV como la amplitud para todos los experimentos. Los 

puntos por década varían de acuerdo con el tipo de experimento, siendo lo más 
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común 10 puntos por década en sistemas; no obstante, cuando se utiliza este valor, 

el tiempo de adquisición de todo el espectro fue de casi 3 horas; al trabajar en 

sistemas que pueden cambiar como es el caso de este trabajo; se seleccionaron 6 

puntos por década. El intervalo de frecuencias utilizado fue de 103 Hz hasta 10-3 Hz 

esto debido a que valores superiores a 104 Hz existen perturbaciones relacionadas 

con el equipo; mientras que a frecuencias más bajas demoraría más la obtención 

del espectro sin garantizar el estado estacionario de la medición. En la siguiente 

sección se describe el comportamiento del sistema abiótico (control). Para realizar 

cada medición de EIS es necesario tener un OCP estable con una variación de ± 5 

mV entre cada medición por al menos 1 hora, de lo contrario, el espectro no presenta 

la calidad requerida para su posterior análisis.  

 
Figura 4.8 Espectros de Impedancia realizados a electrodos de grafito en medio de cultivo pH 
1.9 y 100 rpm con diferentes amplitudes, que se indican en la figura . a) Diagrama de Nyquist 
b) Diagrama Bode ángulo.  
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4.2.5 Efecto del S0 elemental adsorbido en el electrodo de 
grafito  
 

Con el fin de establecer qué tanta resistencia adicional aporta el azufre elemental 

adsorbido en la superficie del grafito, se realizaron otras pruebas experimentales de 

EIS y CV por duplicado, con la superficie del electrodo de grafito espolvoreada con 

1 y 4 mg de S0  (Figura 4.9). Cuando se realizaron los experimentos, la 

hidrofobicidad del S0 es tan importante que el azufre permaneció adherido al grafito 

en el sistema de tres electrodos, aunque hubiera agitación (100 rpm).   

 

 

 

 

Figura 4.9  a) y b) Electrodos de grafito con 1 mg S0; c) y d) electrodos grafito con 4 mg S0 (la 
superficie fue completamente cubierta)  e) Sistema de tres electrodos en medio de cultivo pH 
1.9, sin S0 en suspensión.  

 
En la Figura 4.10 se muestran los diagramas de EIS obtenidos con electrodos 

ligeramente y completamente cubiertos de S0. Tanto en el diagrama de Nyquist 

como de Bode se muestra que para la superficie desnuda del grafito como la que 

fue espolvoreada con 1 mg de S0 no existe un cambio importante tanto en la forma 

del espectro y se conserva una única constante de tiempo con su respectivo 

fenómeno difusivo, (bajas frecuencias 10-3 a 10-2 Hz; mientras que cuando la 

superficie del electrodo está completamente cubierta de S0 (4 mg) cambia 
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totalmente el espectro y posiblemente el electrodo ya no se encuentre en estado 

estacionario. Además, en la voltamperometría cíclica (Figura 4.10c), se observa un 

ligero decremento en la corriente a medida que el electrodo de grafito se cubre con 

S0, sin volverse el sistema muy resistivo. No obstante sigue sin presentarse una 

reacción faradaica.  

 
Figura 4.10 Electrodos de grafito cubiertos con diferentes cantidades de S0. Los EIS fueron 
obtenidos en OCP±10 mV. a) Diagrama de Nyquist. b) Diagrama de Bode fase. c) CV en 
sentido negativo a partir de OCP v =1 mV s-1.     
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4.2.6 Efecto del lavado y esterilización de los electrodos 
de trabajo 
 

Una dificultad que se presentó en el desarrollo de esta investigación fue la 

reproducibilidad experimental. La superficie de los electrodos de grafito es uno de 

los aspectos que juega un papel importante en la reproducibilidad. El lavado de los 

electrodos consiste en enjuagarlos con una solución diluida de HCl y posteriormente 

enjuagar con acetona y después remojar durante la noche en agua desionizada y 

posteriormente esterilizar los electrodos en la autoclave (sección 3.4).  

 

En la Figura 4.11 se muestran los diagramas de Nyquist obtenidos para un electrodo 

de grafito que se lavó y esterilizó y se le realizó un espectro de impedancia (control 

abiótico); sin embargo si a este mismo electrodo, se enjuagaba, una vez más, con 

agua desionizada y esterilizaba en autoclave, el espectro obtenido se modificaba 

(Figura 4.11); era diferente de la medición anterior, cada que se realizaba la 2da y 

3era medición,. el espectro va incrementando hacia magnitudes mayores. Esto 

demuestra que hay un efecto que tiene el lavado y esterilización en la superficie del 

grafito. Bouleghlimat et al. [142] trataron grafito pirolítico con concentraciones de 

HCl entre 0.01 y 2 M y observaron la formación ligeras protuberancias de 4-6 nm de 

altura y 10 nm de ancho debido a la intrusión del ácido en el grafito que causa un 

debilitamiento de las fuerzas de interplanares de van der Waals y rompimiento de 

enlaces interplanares que ocasiona una delaminación similar a burbujas. Mientras 

que Vilímová et al. [143] demostraron que el exponer al grafito a temperaturas de 

170 °C  durante 1 hora, resulta en una mayor tasa de defectos en la estructura del 

grafito. Se intentó realizar sólo la esterilización de los electrodos de grafito 

únicamente con luz UV durante 2.5 horas; sin embargo, para las condiciones del 

laboratorio esto no fue suficiente y se contaminaba el sistema 

Debido a lo anterior, se recomienda hacer una preselección de electrodos de grafito 

que tengan espectros de impedancia similares y con magnitudes grandes tanto en 

la componente real e imaginaria con la finalidad de obtener los parámetros similares, 
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mediante el ajuste con un circuito equivalente y posteriormente obtener 

desviaciones estándar factibles.  

 

Figura 4.11Espectros de Impedancia de un electrodo de grafito, diferentes mediciones después 
de esterilizar en autoclave. a) Diagrama de Nyquist. b) Diagrama de Bode fase. 

 

Resumiendo, de este capítulo se obtuvo la siguiente información:  

• Se seleccionó el S0 como única fuente de energía 

• Se establecieron las condiciones experimentales para realizar la CV y EIS 

para el sistema abiótico 

• De las respuestas del sistema abiótico: de las CVs, el medio de cultivo no 

presenta una respuesta faradaica, en la superficie del grafito hay un par redox 

asociado al proceso de fabricación del gragito. El azufre elemental no 

reacciona en la ventana de potencial seleccionada.  

• El lavado y esterilización de los electrodos modifica la interfase  

• El azufre elemental no contribuye a un sistema más resistivo/ no cambia de 

forma signiticativa los espectros de EIS.   

 

Una vez obtenida esta información se caracterizó la interfase del bioelectrodo in situ 

y ex situ que se presentan en el siguiente capítulo.  
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Capítulo 5 . Resultados y discusión 
“No te sientas solo, el universo está dentro de ti “ 

Rumi 
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5.1. Caracterización electroquímica de la interfase del 
bioelectrodo in situ 
 
En una celda electroquímica descrita en la sección 3.5 se inoculó con una biomasa 

inicial de 107 células/mL y el medio de cultivo incluyó S0 elemental (10 g/L en 

suspensión). Se utilizó como electrodo de trabajo un electrodo de grafito 

previamente lavado y esterilizado. Así mismo se llevó a cabo el mismo estudio en 

ausencia de microorganismos (control abiótico). Se midió el potencial de circuito 

abierto (OCP) y se realizaron espectros de impedancia (EIS) durante 7 días en 

continuo (in situ) con sin agitación, así como con una agitación magnética de 100 

rpm.  Adicionalmente, al finalizar el día 7, se realizó una Voltamperometría Cíclica 

(CV) para indagar las propiedades oxidativas-reductivas de la biopelícula. 

 

Medición del OCP durante el periodo de crecimiento de la población 
 
En el sistema abiótico, el OCP se mantuvo constante en un valor de 0.59-0.60 V vs. 

NHE, mientras que en el sistema biótico existieron ligeras fluctuaciones e 

incrementos del OCP (Figura 5.1), posiblemente relacionados con la adherencia de 

la bacteria y la biooxidación del azufre elemental a sulfatos (reacción 4.1). 

 

                                                          (4.1)  
 
 

		2S
0 +2H2O+3O2 bacteria⎯ →⎯⎯ 4H+ +2SO4−2
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Figura 5.1 Variación del Potencial a circuito abierto (OCP) durante el tiempo de inmersión de 
una barra de grafito en el medio de cultivo con S0 en suspensión:  sistema abiótico y sistema 
biótico. 

 
En la Figura 5.2 se muestran los diagramas de Nyquist obtenidos durante 14 días 

para el sistema biótico. En este sistema biótico, los espectros muestran dos 

constantes de tiempo relacionadas con la capacitancia y la porosidad/difusión 

dentro del material; sólo existe una ligera disminución en la primera constante de 

tiempo (semicírculo) durante los 14 días y el mayor cambio se aprecia en el proceso 

difusivo (diagonal de 45o) que se lleva a cabo a bajas frecuencias; debido a que la 

primera constante de tiempo está asociada a la modificación de la interfase y ésta 

ya no se modifica después de 7 días de inmersión (Figura 5.2 recuadro),  se decidió 

acotar el experimento a sólo 7 días, como primer criterio experimental para el 

estudio de la formación de la biopelícula. En el sistema abiótico no aparecen 

cambios significativos en ninguna de las componentes de la impedancia durante los 

7 días (Figura 5.4a); mientras que los diagramas de Bode fase del sistema biótico, 

muestran (Figura 5.4b) un ligero desplazamiento del espectro a altas frecuencias y 

una modificación de éstos, en el intervalo de 10-3 a 10-1 Hz. Estos cambios, están 

relacionados a la adherencia de A. thiooxidans y a la modificación del medio de 

cultivo por la producción de H+, SO4
2- y otros productos metabólicos. Sólo se 
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muestran los espectros realizados sin agitación debido a que los resultados 

obtenidos a 100 rpm son similares. 

 

 
Figura 5.2 Experimento in situ. Diagramas de Nyquist obtenidos en función del tiempo de 
inmersión (indicados en la figura), en un electrodo de grafito en el medio de cultivo con S0 en 
suspensión y en presencia de un inóculo de A. thiooxidans, sin agitación, con ampliación a altas 
frecuencias. Se incluye el diagrama obtenido en ausencia de microrganismos (abiótico). 
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Figura 5.3 Diagramas de Nyquist obtenidos en función del tiempo de inmersión (indicados en 
la figura), en un electrodo de grafito en el medio de cultivo con S0 en suspensión, sin agitación. 
Experimento in situ.  a) Control abiótico. b) Sistema biótico (con inóculo de A. thiooxidans.) 
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Figura 5.4 Diagramas de Bode fase obtenidos en un electrodo de grafito en el medio de cultivo. 
Los espectros fueron obtenidos a los diferentes días, indicados en la figura sin agitación. 
Experimento in situ.  a) Control Abiótico b) Sistema Biótico (con inóculo de A. thiooxidans). 
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Se realizó una CV al electrodo de grafito que estuvo en contacto en el sistema 

abiótico y al biótico al finalizar el séptimo día de inmersión. Sólo se realizó la 

Voltamperometría cíclica el último día con la finalidad de no dañar las 

células/biopelícula. En la Figura 5.5 se muestran las CV de ambos sistemas, el 

barrido de potencial se inicia en sentido positivo. En el sistema abiótico no aparece 

ningún proceso de oxidación/reducción; mientras que en el sistema biótico aparece, 

un proceso de reducción irreversible a 0.1-0.2 V vs. NHE. Este proceso irreversible 

puede ser adjudicado a un compuesto producido por el metabolismo de A. 

thiooxidans que queda acumulado en la interfase grafito/biopelícula [144]. En el 

siguiente capítulo se discutirá con mayor profundidad este proceso.  En la Figura 

5.6 se presenta una imagen de ESEM del electrodo del sistema biótico, las cuales 

muestran células dispersas sobre toda la superficie del grafito, en lugar de una 

biopelícula. El tamaño de los bacilos concuerda con el reportado en la literatura para 

A. thiooxidans (0.4 μm x 1-1.5 μm) [145]. Se obtuvieron bioelectrodos más 

colonizados pero estaban contaminados por otros microorganismos, estos 

electrodos se descartaron del estudio (Anexo 2).  

 
 
Figura 5.5 Caracterización de la interfase. a) Voltamperometría Cíclica (v = 1 mVs-1) obtenida 
en el electrodo en medio de cultivo con S0 al finalizar el séptimo día. En ausencia (sistema 
abiótico) y presencia (sistema biótico) de A. thiooxidans. El barrido de potencial se inicia desde 
el OCP en dirección positiva.  
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Figura 5.6 Imagen de ESEM del bioelectrodo al séptimo día de haber inoculado la celda 
electroquímica con A. thiooxidans.Las flechas indican las células adheridas. 

 
De estos resultados experimentales surgieron las siguientes observaciones:  

 
• Es complicado obtener desviaciones estándar debido a que el grafito 

presenta diferente comportamiento/magnitud de las componentes (real e 
imaginaria) (ver sección 4.2.6)  

 
• El cambio en el medio de cultivo por los productos metabólicos acumulados 

durante los días de inmersión pueden enmascarar la respuesta de la 
biopelícula [91].  

 
• En la celda electroquímica, aunque se mantuvo en agitación magnética 

durante los 7 días para la aeración del medio y mantener el S0 en suspensión; 
gran parte del S0 se precipitaba en el fondo y fue necesario agitar 
manualmente la celda ocasionalmente, esto pudo haber establecido 
variabilidad en la cantidad de células adheridas. 	
	

• Aunque los espectros de EIS mostrados se encuentran en estado 
estacionario, fue complicado obtenerlos debido a las perturbaciones del S0 
en suspensión.  
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Estas observaciones orillaron a cambiar la estrategia para poder caracterizar la 

interfase sin interferencias, en la sección 5.2 y 5.3 se aborda la caracterización ex 

situ. 

5.2 Caracterización microscópica de la interfase del 
bioelectrodo ex situ 
 
Con la finalidad de caracterizar la interfase sin interferencias y evadir ruido en las 

mediciones debido al azufre en suspensión, se optó por primero crecer la biopelícula 

en el bioelectrodo y analizarla por técnicas microscópicas. A continuación se 

presenta un breve resumen del desarrollo experimental y la discusión de los 

resultados. 

Condiciones experimentales parte 1: Adherencia y formación de 
una biopelícula de A. thiooxidans en electrodos de grafito 
(bioelectrodos)   
 
Cuatro electrodos de grafito (sección 3.7.1) fueron insertados en un frasco Wheaton. 

Se le adicionaron al frasco 100 mL del medio de cultivo y un inóculo (5 mL) con 

107células/mL y se agregó 1 gramo de S0 esterilizado por UV. Un electrodo de 

grafito inmerso en un medio abiótico (sin inóculo) se utilizó como control. Durante el 

tiempo de incubación y desarrollo de la biopelícula, no se aplicó ninguna 

perturbación eléctrica (potencial o corriente), y el grafito únicamente fue utilizado 

como soporte de la biopelícula. Se extrajeron bioelectrodos los días 1, 3, 5 y 7 para 

su caracterización microscópica.  Con la finalidad de evitar cambios en la estructura 

de la biopelícula y/o en las EPS, otro juego de electrodos con las mismas 

condiciones fue utilizado para cada caracterización microscópica (ver Figura 3.2) 

 
 

5.2.1 Análisis ESEM  
 
Los bioelectrodos fueron analizados mediante microscopia electrónica de barrido 

(ESEM). Se encontraron células de A. thiooxidans adheridas a la superficie de 
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grafito después de dos horas (Figura 5.7a); mientras que en un sulfuro mineral al 

mismo tiempo, se alcanza el equilibrio de la adhesión [6,47] o ya existe una 

biopelícula. Las células colonizaron tanto la superficie y los poros del grafito 

después de 7 días de inmersión (Figura 5.7.b), formando una biopelícula en 

monocapa que cubre la superficie de forma heterogénea, con algunas áreas 

altamente colonizadas ( Fig. 5.7 c y c’, flechas). A una magnificación de 17000x, se 

observaron células interconectadas a través de filamentos dentro de la biopelícula 

que pudieran ser extensiones de membrana o pili. Mientras que el control abiótico 

(Figura 5.7 d) muestra una superficie sin células lo que corrobora el buen manejo 

del material y esterilización del azufre elemental.  
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Figura 5.7 Imágenes de ESEM de los bioelectrodos después de diferentes tiempos de 
incubación: a) 2h; b) y c) 7 días; d) control abiótico después de 7 días. Figura c’ es una 
magnificación de la superficie indicada por la flecha en la figura c. Imágenes obtenidas a 
diferentes ampliaciones. 
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5.2.2 Análisis CLSM  
 
Con la finalidad de no modificar las EPS que se encuentren en los bioelectrodos, 

para este análisis fue necesario utilizar bioelectrodos sin exposición a ninguna 

técnica electroquímica, con el fin detectar la adherencia y formación de la biopelícula 

en los electrodos de grafito (sección 3.7.1). La adhesión de A. thiooxidans al grafito 

y la composición general de la biopelícula fue monitoreada por CLSM (Figuras 5.8 

y 5.9); así mismo, se observaron células formando una biopelícula colonizando la 

superficie del grafito y sus poros desde el día 1. En tal forma que tanto la señal de 

epifluorescencia de Con-A para exopolisacáridos (verde) como la de rojo Nilo RN 

para residuos hidrofóbicos (rojo), emiten intensidades similares, como lo indica el 

color  amarillo resultante del traslape (Figuras 5.8 fila a y 5.9 a); entonces la 

proporción de EPS hidrofóbicos/exopolisacáridos es similar, sin embargo, se 

observa una mayor proporción de células teñidas de rojo después de 3 días ( 

Figuras 5.8 fila b y 5.9 b), esto indica una mayor señal de epifluorescencia debido a 

una mayor abundancia de los compuestos extracelulares hidrofóbicos y por lo tanto 

la proporción de EPS hidrofóbicos/exopolisacáridos incrementa. Está reportado que 

las EPS de A. thiooxidans cultivada con S0 tienen principalmente polisacáridos y 

ácidos grasos [6]. 

 

Otro cambio sucedió en la composición de EPS en el día 5, en donde los 

fluorocromos emitieron una intensidad similar sobre la superficie (amarillo) (Fig. 5.8 

fila c), a la observada en el día 1; algunas biopelículas dentro de los poros 

permanecen en rojo debido a la proporción de EPS hidrofóbicos con RN (Figura 

5.9c). Finalmente, después de 7 días se observa un decremento en la densidad 

celular, también como en la señal RN (Figuras 5.8 fila d y 5.9 d); sin embargo, en 

algunas depresiones de la superficie del grafito se registraron emisiones (señales 

de epifluorescencia) de EPS debido a la presencia de la biopelícula (Fig. 5.9 fila d).  
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Figura 5.8 Imágenes de CLSM de biopelículas de A. thiooxidans colonizando electrodos  de 
grafito. Las imágenes en fila corresponden a diferentes tiempos de incubación con S0: a) 1 b) 3 
c) 5 y d) 7 días en medio de cultivo con S0. La primer columna corresponde a la superficie del 
grafito sin ninguna señal emitida (imagen óptica); epifluorescencia de EPS hidrofílicos como 
exopolisacáridos teñidos con Con-A aparecen en verde (segunda columna), mientras que EPS 
hidrofóbicos teñidos con RN aparecen en rojo (tercer columna); Se presenta un traslape de la 
imágenes (ópticas y con epifluorescencia) en la cuarta columna. Imágenes obtenidas a 
diferentes ampliaciones (como se indica). 
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Figura 5.9 Reconstrucción 3-D despues de un análisis de CLSM de A. thiooxidans colonizando 
un electrodo de grafito, se muestra un traslape de ambas señales de epifluorecencia (verde para 
EPS hidrofílicos teñidos con Con-A, y rojo para EPS hidrofóbicos teñidos con NR). Imágenes 
obtenidas despues de a) 1, b) 3, c) 5 y d) 7 días en medio con S0.  

 
Además de utilizar las tinciones para detectar exopolisacáridos y compuestos 

hidrofóbicos, también se realizó una tinción adicional con Naranja de acridina (NA) 

para detectar la presencia de ADN en las células. En la Figura 5.10 se presenta la 

tinción del día 3 con los tres fluorocromos utilizados. La Figura 5.10 a) corresponde 

a la epifluorescencia del NA en color azul. Se observa una gran presencia de células 

teñidas, mientras que en la Figura 5.10 e) que es el traslape de las tres tinciones, 

predomina un color morado que está relacionado con el traslape de las señales de 

epifluorescencia de EPS hidrofóbicos (rojo) y el ADN (azul). Esto coincide con que 

en el tercer día de incubación se encontró una mayor proporción de EPS 

hidrofóbicos.   
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Figura 5.10 Imágenes de CLSM de biopelículas de A. thiooxidans colonizando electrodos de 
grafito. Todas las imágenes corresponden a un tiempo de incubación de 3 días con S0. a) 
epifluorescencia de ADN, se tiñió con NA (color azul) b) EPS hidrofílicos como exopolisacáridos 
teñidos con Con-A (color verde) c) EPS hidrofóbicos teñidos con RN (color rojo) d) Superficie 
grafito e)Traslape de las imágenes anteriores. 

 
 

5.2.3 Análisis por Espectroscopía Raman  
 
 
La Figura 5.11 muestra únicamente los espectros obtenidos por Raman los días 1 

y 7, esto debido a que los espectros correspondientes a los demás días fueron 

similares. Las partículas encontradas en la superficie de grafito (Figura 5.12)  

exhiben picos característicos del azufre elemental (155, 210-220, 244-245, 475 cm-

1) [41,125,127]; también se identificaron picos Raman de polisulfuros (185, 433, 475 

cm−1). Los polisulfuros eran de esperarse  debido a la activación del S0 (S8)  a 

especies lineales reducidas de azufre (RSS), a través  de las proteínas de 

membrana externa de los microorganismos sulfurooxidantes (SOM), como un 

primer paso de la biooxidación del S0 [12,39,146]. La principal diferencia entre 
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ambos espectros es una intensidad menor de los picos del día 7 en comparación 

con el día 1, esto sugiere que la biooxidación del S0 incrementa a medida que el 

tiempo de incubación es más largo.  

 
Figura 5.11 Evidencia de azufre elemental en grafito mediante análisis Raman. Los espectros 
corresponden a los días 1 y 7 indicados en la figura. Los picos principales están asociados con 
las especies químicas correspondientes. Los picos Raman fueron identificados usando la base 
de datos RRUFF [125] así como otras fuentes. [41,126–129]. 
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Figura 5.12 Imágenes del bioelectrodo después de 3 días de incubación. Las partículas de 
azufre adheridas en la superficie del grafito están indicadas con flechas.  

 

Del análisis de la caracterización microscópica de la interfase ex situ se concluye 

lo siguiente:  

• El tiempo de formación de una biopelícula en grafito es más lento que en un 
sulfuro mineral.  
 

• En las imágenes de ESEM de la interfase ex situ se observó una biopelícula 
en el grafito a diferencia de la estrategia in situ que se encontraron células 
dispersas (Figura 5.6).  
  

• La información por CLSM indica cambios en la proporción de EPS 
hidrofóbicos/exopolisacáridos durante los días de incubación. Hay una mayor 
cantidad de EPS hidrofóbicos el día 3, mientras que el día 7 hay posiblemente 
un desprendimiento de células/biopelículas.  

• El análisis de Raman demostró S0 adherido a la superficie de grafito y 
también polisulfuros como subproductos de la biooxidación. 
 

 
Después de la caracterización del bioelectrodo mediante técnicas microscópicas, se 

procedió a caracterizar la interfase del bioelectrodo mediante técnicas 

electroquímicas con la finalidad de posteriormente correlacionar la información de 

ambas.  
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5.3 Caracterización electroquímica de la interfase del 
bioelectrodo ex situ 
 
Con la finalidad de caracterizar la interfase sin interferencias y evadir ruido en las 

mediciones debido al azufre en suspensión, se optó por primero crecer la biopelícula 

en el grafito (bioelectrodo), como ha sido descrito previamente en la sección 5.2 y; 

posteriormente, extraerlo del medio de crecimiento y colocarlo en una celda 

electroquímica que contiene cultivo fresco, sin S0 ni células en suspensión.  

Condiciones experimentales parte 2:  Caracterización 
electroquímica de la interfase de bioelectrodos ex situ 
 
Se realizó un espectro de impedancia a los bioelectrodos tomados del frasco 

Wheaton durante los días 1, 3, 5 y 7 y fueron colocados en una celda como la 

descrita en 3.5 con medio de cultivo fresco sin S0. Se realizaron espectros de 

impedancia los días correspondientes. Al final de cada medición de EIS, se realizó 

una CV en la misma celda para analizar las propiedades oxidativas-reductivas de la 

biopelícula, sin y con agitación (100 rpm); iniciando el barrido en dirección positiva 

a partir del potencial de circuito abierto, con una velocidad de barrido de 1 mV s-1. 

Con el objetivo de evitar el daño a la biopelícula, después de realizar las respectivas 

pruebas (EIS y CV), el bioelectrodo se descontinuaba y no se regresaba al frasco. 

Como resultado de esto, cada bioelectrodo es un experimento independiente que 

sólo corresponde a un día en específico. Los experimentos se realizaron en 

triplicado.  

  

5.3.1 Resultados de Espectroscopía de Impedancia 
Electroquímica (EIS) 
 
Cada bioelectrodo con A. thiooxidans (con S0) los días 1, 3, 5 y 7 fue colocado en 

la celda electroquímica con medio de cultivo fresco sin S0. La Figura 5.13 muestra 

los espectros obtenidos de EIS en el OCP (con una perturbación sinusoidal de ±10 

mV). Existen cambios en el espectro de impedancia a partir del día 1, comparado 

con el control; tanto la componente real e imaginaria decrementan de forma 
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significativa, esto significa una modificación en la interfase, posiblemente asociada 

a compuestos metabólicos o bacterias adheridas de la incubación previa en el 

frasco. Hasta el séptimo día ambas componentes decrementan de nuevo, esto 

también se observa en el diagrama bode ángulo (Figura 5.13 b) donde los espectros 

muestran un desplazamiento hacia frecuencias más bajas a medida que el tiempo 

de incubación previo en el frasco, aumenta.  
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Figura 5.13 Diagramas de EIS obtenidos en una celda electroquímica con medio de cultivo 
fresco sin S0. Los bioelectrodos con A. thiooxidans a diferentes días, como se indica en la figura. 
Los puntos corresponden a los datos experimentales y la línea continua corresponde al ajuste 
obtenido mediante el circuito equivalente mostrado en la figura 5.15.  a) Diagrama 3D Nyquist.  
b) Diagrama 2D Bode fase. 

 
 

Debido a que los microorganismos pueden estar presentes en la superficie del 

grafito, la validación de los espectros de EIS requieren que los sistemas 
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electroquímicos mantengan un estado estacionario (lineal, invariante del tiempo y 

un sistema causal [147]). Considerando estos aspectos, los espectros fueron 

analizados usando las ecuaciones Kramers-Kronig. En este estudio, el programa 

Lin-KK Tool [121] fue utilizado para calcular el porcentaje de residuales de los 

espectros. La Figura 5.14 muestra los porcentajes de los residuales de los espectros 

de impedancia obtenidos tanto para el control abiótico y el bioelectrodo que 

corresponde al día 7 de incubación.  El porcentaje de residuales de ambas 

componentes muestra una variación aleatoria y valores entre 1.8 y 0.5% que se 

ajusta al criterio requerido y confirma el estado estacionario [122,148,149] de la 

interfase del bioelectrodo y permite los análisis de EIS con un circuito equivalente 

(eec).  

 

Aunque la técnica de EIS es extensivamente usada en los sistemas 

bioelectroquímicos como MFCs o caracterización de bioánodos, hay una escasez 

de información sobre residuales de las ecuaciones de Kramers-Kronig; hasta donde 

sabemos, sólo Babauta et al. [107] muestran los residuales de una biopelícula de 

Geobacter sulfurreducens, algunos porcentajes alcanzaron valores de un intervalo 

de -5 a 10%, en un intervalo de frecuencias de 0.01 a 1 Hz; mientras que en el 

sistema estudiado, se alcanza un estado estacionario hasta 1.5 mHz (0.0015 Hz) 

con residuales menores al 2% en ambas componentes. Esta diferencia podría estar 

asociada con la carencia de fuente de energía en el medio de cultivo.   
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Figura 5.14 Residuales de las componentes reales e imaginarias evaluadas con el programa 
Lin KK Tool [121] de los espectros obtenidos en una celda electroquímica con medio fresco sin 
azufre a) Control Abiótico b) Bioelectrodo tomado del frasco inoculado con A. thiooxidans en el 
día 7. 

 

Para una mejor comprensión del significado físico de los diagramas de EIS y para 

cuantificar las propiedades de la interfase del bioelectrodo es necesario proponer 

un circuito equivalente eec (Figura 5.15) a partir de los espectros de EIS que 

representen un comportamiento similar. Debido a la heterogeneidad de la superficie, 

el elemento de fase constante (CPE) es utilizado en vez de la capacitancia ideal 

para la simulación y ajuste de los datos (ecuación 3.1). La Figura 5.16 muestra los 

valores obtenidos de los componentes eléctricos a partir del mejor ajuste de los 

espectros de EIS con circuito equivalente propuesto. El significado físico de un eec 
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puede ser muy diverso; como primera aproximación se propone R1 como 

Resistencia de la solución, como la concentración inicial es lo suficientemente alta 

(107células/mL) se espera observar algunas bacterias adheridas a la superficie del 

grafito; por lo tanto R2 representa la resistencia de la biopelícula y CPE1 está 

asociado a la capacitancia de la biopelícula, R3 está relacionada con la resistencia  

transferencia de carga; mientras que el significado de CPE2 es aún controversial en 

la literatura (se hablará de este parametro más adelante). La calidad del ajuste del 

espectro de impedancia fue evaluada con valores χ2 en el orden de magnitud de 10-

4 para el control abiótico y 10-3 para los bioelectrodos.  

 

 

 
Figura 5.15 Circuito equivalente propuesto para ajustar los diagramas de impedancia 
experimentales en la interfase del bioelectrodo.; adaptado de [106,107,114]. R1 = resistencia de 
la solución, R2 = resistencia de la biopelícula, CPE1=capacitancia de la biopelícula representada 
con un elemento de fase constante, R3 =resistencia a la transferencia de carga.  

 

La resistencia de la solución del control abiótico (R1) permaneció en 18.5 Ω cm2 

mientras que R1 para el bioelectrodo del día 1 (Figura 5.16 a) muestra un 

decremento hasta 14 Ω cm2. Mientras que otros estudios reportan valores 

constantes en la resistencia de la solución [100,109] aún cuando el electrolito no 

sea remplazado [107,115] posiblemente por un tiempo de incubación menor. Este 

decremento en R1 está asociado a los iones (subproductos de la biooxidación del 

azufre, H+ y SO4
-2) adheridos al bioelectrodo durante su incubación previa y 

liberados en el medio de cultivo fresco de la celda electroquímica donde se realizó 
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el análisis. La resistencia a la solución para tiempos de incubación más largos, 

permaneció en el mismo intervalo (15 a 12.7 Ω cm2). Mientras que R2 (Figura 5.16 

a), comenzó a incrementar desde el día 1 debido a la adherencia y al crecimiento 

de una biopelícula. A medida que el tiempo de incubación incrementa, la resistencia 

de la biopelícula alcanza un valor máximo de 38 Ω cm2 en el tercer día y después 

disminuye los días 5 y 7.  

 

La resistencia de la biopelícula, R2 incrementa hasta el día 3, debido a que la 

proporción de compuestos hidrofóbicos/exopolisacáridos en los EPS es mayor 

(Figura 5.8 fila b) y Figura 5.9b)). Esto puede relacionarse con la naturaleza no 

conductora de los compuestos hidrofóbicos, como los lípidos [150]. Además los 

lípidos (Figuras 5.8 y 5.9) pueden incrementar la biooxidación del azufre elemental 

actuando como un agente humectante [151] y disminuir la tensión interfacial entre 

el azufre y las células [10,152,153]; también puede inducir la formación de una 

biopelícula cerca de las partículas de azufre que ya se encuentran adheridas a la 

superficie del grafito (Figuras 5.8, 5.9 y 5.12).  

 

Mientras tanto, el día 5, la proporción de compuestos hidrofóbicos/exopolisacáridos 

de EPS decrementa (Figuras 5.8 fila c y 5.9 c); debido a que existen menos 

compuestos hidrofóbicos en la superficie; por consecuencia, la resistencia de la 

biopelícula (R2) decrementa (Figura 5.16 a). En el día 7, hay una disminución en 

ambas señales de fluorescencia (lípidos extracelulares y polisacáridos) sugiriendo 

una etapa de desorción y que una nueva biopelícula se está formando sobre la 

superficie del grafito (Figuras 5.8 fila d y 5.9 d). 

Adicionalmente, la Resistencia a la trasferencia de carga, R3,( Figura 5.16b) es de 

tres órdenes de magnitud más alta que aquellos valores obtenidos para R1 y R2, 

también más grande que las resistencias a la transferencia de carga reportadas 

para sistemas bioelectroquímicos (que operan a cierto potencial, provocando una 

corriente específica) [100,105,107]. Estos valores de R3 obtenidos con magnitudes 

elevadas de transferencia de carga están asociados con las condiciones 
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experimentales seleccionadas para el desarrollo de la biopelícula y las mediciones 

de EIS:  

 

(i) La biopelícula se desarrolló en ausencia de una perturbación eléctrica 

(potencial constante o corriente).  

(ii) Los espectros de EIS fueron obtenidos en ausencia de S0 en el OCP en 

condiciones aerobias; por lo tanto, las células respiran O2 y por 

consecuencia el grafito no es un aceptor de electrones.   

 

El poco decremento en R3 (Figura 5.16b) puede estar relacionado por la activación 

del anillo de S0 (ver sección 2.1.1) hacía especies reducidas de azufre lineales (RSS) 

que suceden en las proteínas de membrana externa de los microorganismos 

sulfurooxidantes, como primer paso de la biooxidación del azufre [12,39,146]; sin 

embargo, más experimentos son necesarios para probar esta hipótesis.  

 

A partir del CPE1 obtenido del ajuste de eec, se estimó la capacitancia con la 

ecuación 3.1 (sección 3.6). Para el control abiótico se obtuvo un valor de 20 µFcm-

2 que corresponde  a la capacitancia asociada a los iones que están en contacto 

directo con el electrodo, llamada Capacitancia de Helmholtz [154]. La capacitancia 

del bioelectrodo tiene una tendencia a incrementar hasta 91 µF cm-2 el día 5 (Figura 

5.16c). Varios estudios reportan incremento de capacitancia de electrodos con 

diferentes tipos de bacteria como Staphylococcus epidermis, Pseudomonas sutzeri 

y Escherichia coli [110], así como G. sulfurreducens [107]. Este incremento en este 

sistema está directamente relacionado a la adherencia de la bacteria del electrodo 

y la acumulación de biopolímeros en la superficie de grafito, como proteínas y 

polisacáridos  que tienen un rol crítico en la adhesión [5]. Está reportado que las 

EPS de A. thiooxidans cultivada con S0 tienen principalmente polisacáridos y ácidos 

grasos [6]; como ha sido detectado por CLSM (Figuras 5.8 y 5.9); mientras que otros 

autores han propuesto que las propiedades eléctricas deben de estar 

principalmente determinadas por un balance de grupos amino y carboxilo de los  

EPS [5,155]; en este trabajo se propone que estas propiedades están determinadas 
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por el balance entre los polisacáridos y los compuestos hidrofóbicos (ácidos grasos). 

De acuerdo a los valores de las constantes dieléctricas de algunos carbohidratos y 

ácidos grasos (tabla 5.1), los carbohidratos contenidos en el EPS son los 

responsables del incremento de  la capacitancia de la biopelícula. En adición, el 

potencial zeta de A. thiooxidans reportado previamente es -0.6 mV a un pH 2 [5]. El 

cual se encuentra cerca del punto isoeléctrico, por lo que es de esperarse un 

pequeño incremento en la capacitancia los primeros 5 días.  

 
Figura 5.16 Variación de los elementos eléctricos obtenidos para el ajuste con eec de la Figura 
10.3 de los espectros de EIS para el control y bioelectrodos a diferentes tiempos de incubación 
a) Resistencia de la solución (R1) y (R2) de la biopelícula b) Resistencia a la trasferencia de 
carga (R3) c) Capacitancia de la biopelícula y sus respectivos valores de n1 d) C2 y sus 
respectivos valores de n2. 
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Tabla 5.1 Constantes dieléctricas de algunos compuestos relacionados. 

Compuesto Constante 
dieléctrica 

Temperatura 
/°C 

Referencia 

Agua destilada 78 25 [156] 

Glucosa en 
agua 

desionizada 

 

80.1-73.2 

 

20-21 

 

[157] 

Glucosa en 
0.15M NaCl 

      79.8-71.5 20-21 [157] 

D-xilosa 78.3-75.4 25 [158] 

Dextrosa 30% 70.46 25 [159] 

Sucrosa 10% 76.19 25 [159] 

Sucrosa 30% 70.86 25 [159] 

ácido palmítico 

C16H32O2 

 

2.27 

 

75 

 

[160] 

ácido esteárico 

C18H36O2 

 

2.25 

 

75 

 

[160] 

ácido oléico  

C18H34O2 

 

2.37 

 

25 

 

[160] 

ácido linoleico 

C18H32O2 

2.43 

2.41 

25 

75 

 

[160] 

 
Para el caso del CPE2 Babauta et al. (2014) y Huerta-Miranda et. al (2019) 

[126,127,177] la definieron como la “capacitancia interfacial”. A partir del CPE2 

obtenido del ajuste de eec, también se estimó la capacitancia con la ecuación 3.1; 

para el control abiótico se obtuvo un valor de 116 µFcm-2; la capacitancia del 

bioelectrodo permanece en estos valores hasta el día 3 y posteriormente incrementa 

el día 5 y 7 hasta valores de 350-300 µFcm-2  (Figura 5.16d). Los valores mucho 
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más grandes de esta “capacitancia interfacial” con respecto a la de Helmholtz, 

cuestiona su significado físico; posiblemente está relacionado con la acumulación 

de algún producto metabólico.  

5.3.2. Voltamperometría Cíclica 
 
Los resultados de la Voltamperometría Cíclica indicaron un bajo incremento de la 

corriente capacitiva del bioelectrodo comparándolo con el control abiótico (Figura 

5.17). Se observa una reducción irreversible que sucede en la zona de potencial de 

0.1 a 0.2 V vs. NHE, y la corriente asociada a este proceso incrementa a tiempos 

de incubación más largos en el frasco, indicando cambios interfaciales. Este 

comportamiento permanece similar cuando se realiza en agitación (100 rpm; Figura 

5.17 b); sin embargo, las magnitudes de corriente son más pequeñas, descartando 

la reducción de oxígeno. Mientras que el electrodo abiótico no presenta algún 

proceso rédox visible. Como la CV puede dañar la biopelícula, los bioelectrodos 

fueron analizados sólo una vez y después fueron descontinuados, como 

consecuencia, cada bioelectrodo es un experimento independiente que 

corresponde únicamente a un día en específico.  
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Figura 5.17 Voltamperometría cíclica (v =1 mVs-1), realizadas en el sistema electroquímico con 
medio fresco sin S0. El bioelectrodo fue tomado del cultivo de A. thiooxidans en los días 
indicados. El barrido del potencial se inició del OCP en dirección positiva a) sin agitación b) 100 
rpm. 

 

 

Un estudio reciente de A. thiooxidans soportado en grafito [1] muestra una corriente 

capacitiva mayor en el séptimo día, posiblemente por la velocidad de barrido que es 

muy alta, 50 mV s-1, incrementa la contribución de la corriente capacitiva en la 

corriente total. El proceso irreversible que aparece en el voltamperograma en la 

zona de potencial entre (0.1 - 0.2 V vs. NHE), y la corriente asociada a esto puede 
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deberse a la reducción de un intermediario de la biooxidación del azufre embebido 

en la biopelícula. La activación del S0 cíclico a linear RSS procede de un ataque 

nucleofílico de grupos sulfonato (-SH) y glutatión (GSH) que se encuentran en las 

proteínas de membrana externa de los microorganismos sulfurooxidantes [12]. 

Entonces el par rédox GSSG/GSH juega un papel importante en la activación del 

azufre elemental (ver sección 2.1.1) [43]. El potencial de reducción de este par se 

calculó a pH 1.5 (ver Figura 2.4 y ecuaciones 2.12 y 2.13 ) a partir de otros estudios 

a pH neutro [44,45]. El valor estimado (0.1 a 0.2 V) coincide con el intervalo de 

potencial donde se encuentra el pico catódico; posiblemente el proceso de 

reducción observado en los CVs puede estar asociados a este par rédox. Sin 

embargo, son necesarios más experimentos para confirmar esta propuesta.   

De esta sección se concluye/resumen lo siguiente:  
 

• La hidrofobicidad y porosidad del grafito además de las partículas de S0 
atrapadas en su superficie permitieron la adhesión celular y formación de la 
biopelícula. 

 
• El porcentaje de residuales mediante las ecuaciones Kramers-Kronig 

demostró estado estacionario de la interfase del bioelectrodo y permitió los 
análisis de EIS con un circuito equivalente.  

 
De los parámetros  obtenidos del circuito equivalente se resumen:  
 

• R1 está asociado a los iones (subproductos de la biooxidación del azufre, H+ 
y SO4

-2) para tiempos de incubación más largos, permaneció en el mismo 
intervalo (15 a 12.7 Ω cm2). 
 

• R2, incrementa hasta el día 3 debido a la biopelícula y a que la proporción de 
compuestos hidrofóbicos/exopolisacáridos en los EPS es mayor (Figura 5.8 
fila b) y Figura 5.9b)). Esto puede relacionarse con la naturaleza no 
conductora de los compuestos hidrofóbicos, como los lípidos; después 
disminuye los días 5 y 7, esto también está relacionado con la modificación 
de la disminución de la proporción de compuestos hidrofóbicos/ 
exopolisacáridos encontrada.  
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• R3 presenta magnitudes elevadas de transferencia de carga, debido a que 
los espectros de EIS fueron obtenidos en en el OCP; además A. thiooxidans 
es aerobia y no utiliza el electrodo como aceptor terminal de electrones. El 
decremento de R3 está relacionado por la activación del anillo de S0 (ver 
sección 2.1.1) hacía especies reducidas de azufre lineales (RSS) que 
suceden en las proteínas de membrana externa de los microorganismos.  

 
• C1  la capacitancia de la biopelícula tiene una tendencia a incrementar hasta 

91 µF cm-2 el día 5, la acumulación de biopolímeros como proteínas y 
polisacáridos  pueden ser los responsables. Las propiedades eléctricas 
deben de estar principalmente determinadas por un balance de grupos amino 
y carboxilo [5,155]. 
 

• De la CV se observa una reducción irreversible que sucede en la zona de 
potencial de 0.1 a 0.2 V vs. NHE que podría estar relacionado con el par 
rédox GSSG/GSH que juega un papel importante en la activación del azufre 
elemental 

 
 
. 
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5.4 Comparación de las interfases in situ y ex situ   
  
 
En la Figura 5.18 se presentan los diagramas de Bode de los biolectrodos obtenidos 

in situ y ex situ, únicamente de los días 1, 3, 5 y 7 y su respectivo control abiótico 

para ambos. Los espectros muestran dos constantes de tiempo relacionadas con la 

capacitancia y la porosidad/difusión dentro del material . 

Las principales diferencias entre las interfases radican en: 

1. En el sistema ex situ (Figura 5.18 b) hay un desplazamiento de los espectros 

hacia frecuencias más bajas, conforme el tiempo de inmersión es mayor, mientras 

que en el sistema in situ (Figura 5.18 a) presenta un comportamiento opuesto 

desplazándose el espectro hacia frecuencias más altas. 

2. En el sistema ex situ se observa mejor cómo se modifica el ángulo de fase en la 

región 10-1-101 Hz que en el in situ. 

3. A bajas frecuencias 10-1.5- 10-3 Hz aparece un cambio mayor en el sistema in situ. 

  

Estas diferencias entre las interfases demuestran el efecto que provocan los 

productos metabólicos, azufre y las EPS que se encuentran en solución y que se 

han acumulado durante los 7 días en solución (estrategia in situ ), a diferencia de 

utilizar un medio de cultivo fresco para caracterizar la interfase ( estrategia ex situ).  

Esta situación provoca que los espectros de EIS obtenidos in situ para las diferentes 

réplicas no son reproducibles entre sí, además de que las condiciones para 

establecer el estado estacionario (análisis de KK) se cumplen en pocos casos, por 

lo que no fue posible el análisis por eec de los espectros obtenidos in situ, 

impidiendo la comparación cuantitativa con los obtenidos en condiciones ex situ.  
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Figura 5.18 Diagramas de Bode obtenidos de bioelectrodos con A. thiooxidans a diferentes 
tiempos de inmersión a) estrategia in situ: celda electroquímica con A. thiooxidans, medio de 
cultivo y S0 en suspensión  b) estrategia ex situ: los bioelectrodos se incubaron en un frasco 
con A. thiooxidans y S0, posteriormente se extrajeron los bioelectrodos y fueron analizados en 
una celda electroquímica con medio de cultivo fresco sin S0. 
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Capítulo 6 .Conclusiones y perspectivas 
                        “Lo esencial es invisible para los ojos “ 

Antoine de Saint-Exupéry 
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6.1 Conclusiones  
 

Generalmente, la formación de biopelículas de Acidithiobacillus thiooxidans ha sido 

estudiada sobre superficies de sulfuros minerales, que además de soporte son la 

fuente de energía del microorganismo; mientras que estudios relacionados con los 

fenómenos que suceden en la interfase grafito/bacteria-biopelícula/solución y en 

condiciones ácidas son muy escasos, y limitados a identificar los procesos redox 

relacionados con la biopelícula en el electrodo, con la complejidad inherente a la 

adición de una especie de azufre en la solución como fuente de energía de las 

bacterias.  

 

Las contribuciones de este trabajo son, por una parte, el establecimiento de las 

condiciones para formar una biopelícula de A. thiooxidans sobre una superficie de 

grafito, utilizando azufre en suspensión como fuente de energía y en ausencia de 

perturbación eléctrica. La hidrofobicidad y porosidad del grafito además de las 

partículas de S0 atrapadas en su superficie permitieron la adhesión celular y 

formación de la biopelícula. La otra contribución es la utilizar la EIS como una 

estrategia para medir el crecimiento y composición de la biopelícula de A. 

thiooxidans sobre el grafito. La información obtenida mediante EIS fue 

correlacionada con la información de las técnicas microscópicas.  Mediante EIS fue 

posible observar el cambio de las EPS de acuerdo a su tiempo de incubación. Los 

resultados demuestran que la proporción de compuestos 

hidrófobicos/exopolisacáridos de los EPS puede predecirse mediante el uso de EIS, 

evitando largos tiempos de preparación de la muestra para su observación por 

técnicas microscópicas   

 

6.2 Perspectivas 
 
Como perspectivas se propone lo siguiente:  

  



   Conclusiones y perspectivas 

 113 

1. Estudiar el comportamiento electroquímico del par rédox GSSG/GSH a pHs 

ácidos para compararlo con el proceso de reducción irreversible obtenido en 

la caracterización electroquímica de la biopelícula, y de esta manera 

comprender el proceso de activación del anillo octamérico del azufre. 

 

2. Analizar la composición química y porcentual de las EPS en la biopelícula así 

como de las EPS y otros productos metabólicos que se acumulan en la 

solución del medio de cultivo. Esto con la finalidad de correlacionar la 

información con los fenómenos que se proponen en la interfase in situ y ex 

situ.  

 
3. Realizar un estudio de estimulación mediante campo eléctrico de baja 

intensidad para disminuir el tiempo de biooxidación del S0.  
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Anexo 1 Datos experimentales adicionales 
 

 
 

Figura A1.1 Residuales de las componentes reales e imaginarias evaluadas con el programa 
Lin KK Tool [121] del espectro obtenido del día 7 de la estrategia in situ en una celda 
electroquímica con A. thiooxidans y medio de cultivo con S0  en suspensión.  
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Anexo 2 Recomendaciones e influencia de contaminación 
del sistema y su respuesta electroquímica 
 
 
Ajuste de pH  
 
 Un aspecto importante a considerar cuando se cultiva A. thiooxidans, es que es necesario 

que el potenciómetro que se utilice para el ajuste de pH del medio de cultivo se encuentre 

perfectamente limpio y esterilizado con alcohol etílilico. El uso de un potenciómetro de uso 

común del laboratorio del W-003, contaminó los cultivos con hongos (Figura A2.1), se 

recomienda un potenciómetro de uso exclusivo que se limpie cada mes con soluciones 

especializadas para remover residuos de proteínas, compuestos inorgánicos entre otros.  

 

 
Figura A2.1 Imagen obtenida con el microscopio óptico durante un conteo de número de 
células con la cámara de Neubauer a 40x.  
 

Contaminación durante la medición de EIS 
En experimentos posteriores realizados con el sistema abiótico, se observó que el primer 

día se tenía un comportamiento típico con valores de magnitudes de impedancia esperados, 

sin cambios importantes en la interfase. No obstante, en uno de los experimentos 

permaneció una burbuja de aire en el capilar de Luggin (cerca de la punta de platino)  que 

desapareció  el  día 2,  esto coincide  con el espectro obtenido ese día donde se observó 

una disminución muy importante en ambas componentes del espectro y un desplazamiento 
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de las frecuencias (Figura A2.2), demostrando que la solución saturada (KCl) que contiene 

el capilar de Luggin debe ser esterilizada en autoclave y después someter por una hora el 

electrodo de referencia a la luz UV para evitar problemas de contaminación y falsos 

positivos. Esto demuestra la alta sensibilidad que tiene la técnica electroquímica para 

detectar cambios en la interfase.  

 
Figura A2.2. Espectros de EIS de un sistema abiótico en medio de cultivo sin S0 en el día 1 y 
2, posible contaminación del sistema durante el día 2. a) Diagrama de Nyquist b) Diagrama de 
Bode ángulo.  
 

 

Contaminación en el sistema in situ  

 
En una ocasión se contaminó el sistema con hongos/levaduras (Figura A2.3) y la respuesta 

de la CV fue completamente distinta, se observan dos procesos de oxidación y reducción 

(Figura A2.4) que inicialmente fueron adjudicados a A. thiooxidans, no obstante, cuando se 

tuvo que remplazar la cepa, no fue posible obtener la misma respuesta electroquímica. Por 

lo que se necesita tener cuidado suficiente al momento de armar la celda y esterilizar todo 

lo que se vaya a utilizar. Dado que en el laboratorio del W003 se trabajan con diversas 

aguas residuales y residuos mineros, de preferencia, se sugiere esterilizar todo el material 

dos veces en autoclave, mismo caso para desactivar una celda que ya fue utilizada.  
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a) 

 

b) 

 
Figura A2.3. Imágenes obtenidas por ESEM de la biopelícula de A. thiooxidans formada sobre 
la superficie de grafito (cara rugosa) al séptimo día de haber inoculado la celda electroquímica. 
a) Imagen panorámica del bioelectrodo b) ampliación de hueco completamente colonizado.  
 

 

                                
Figura A2.4 Caracterización de la biopelícula. a) Voltamperometría Cíclica (v= 1 mVs-1) 
obtenida en el electrodo en medio de cultivo con S0 al finalizar el séptimo día. i) En ausencia 
(sistema abiótico) y ii) presencia (sistema biótico) de A. thiooxidans (bioelectrodo contaminado) 
El barrido de potencial se inicia desde el OCP en dirección positiva.  
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Anexo 3 Espectroscopía de impedancia electroquímica 
(EIS) 
 

La técnica de espectroscopía de Impedancia Electroquímica (EIS), puede ser 

utilizada para calcular no sólo la resistencia global, sino descomponerla en la 

resistencia de la solución y en otros elementos eléctricos [161,162]. La impedancia 

electroquímica, requiere que el electrodo de trabajo, se encuentre en estado 

estacionario. Consiste en aplicar una perturbación eléctrica sinusoidal (ya sea de 

corriente o potencial), de baja amplitud al electrodo de trabajo, y medir la respuesta 

(corriente, si se perturbó con un potencial y potencial, si se perturbó aplicando una 

corriente) ver Figura A3.1. Esta perturbación sinusoidal se aplica secuencialmente 

a varias frecuencias (de ahí el nombre de espectroscopia), iniciando con frecuencias 

altas (típicamente 105 Hz), hasta frecuencias del orden de 10-3 Hz. A cada frecuencia 

de perturbación se obtienen dos parámetros que caracterizan la respuesta del 

sistema: la magnitud de la impedancia (IZI), y el ángulo de fase (q). La respuesta 

(medida como IZI y q) del sistema electrodo-solución depende de la velocidad 

inherente de los procesos en el sistema, y se manifiestan según la frecuencia de la 

perturbación. A frecuencias altas se manifiestan los procesos más rápidos y a bajas 

frecuencias los más lentos. El análisis de los espectros de impedancia, permite 

cuantificar diversos parámetros con significado físico de los sistemas, siendo el 

único inconveniente de la técnica, que la asociación de dichos parámetros, con la 

respuesta de impedancia, requiere de auxilio de otras técnicas químicas 

cualitativas, cuantitativas y espectroscópicas. Una de las formas de abordar el 

análisis de los espectros de impedancia, consiste en asociar los procesos que 

ocurren en la celda electroquímica, con elementos simples de circuitos eléctricos: 

resistencias, capacitores, inductores, elementos de Warbug y elementos de fase 

constante (capacitores no ideales). Con ellos se propone un circuito eléctrico 

equivalente al sistema real, y se ajustan los datos de impedancia experimentales a 

dichos elementos eléctricos.  

 

,(-) = ∆/
∆0                                   (A3.1) 
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Figura A3.1  EIS: aplicación de un potencial sinusoidal a una determinada frecuencia y su 

respuesta como corriente. 
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Anexo 4 Microscopía confocal láser de barrido (CLSM) 
 

La microscopia confocal laser de barrido (CLSM) fue desarrollada a finales de la 

década de 1980.  Con las ventajas de la alta resolución, grabación dinámica sin 

dañar las células vivas y la adquisición de imágenes tridimensionales,CLSM se ha 

vuelto ampliamente utilizada en la mayoría de las áreas de la medicina y biología 

[163]. 

La microscopia confocal hace uso de la fluorescencia convencional, pero introduce 

el principio de confocalidad, que se refiere a la colimación de un punto de luz en un 

plano particular de una muestra, aunque hay diferencias importantes entre la 

microscopia convencional de fluorescencia y la confocal [164]. Así que se describirá 

brevemente en que consiste la microscopía de fluorescencia para después 

presentar los principios de la microscopía confocal. La microscopia de fluorescencia 

convencional es aquella que utiliza una fuente de luz, generalmente una lámpara de 

mercurio, xenón o diodos emisores de luz (LEDs) para excitar los electrones de 

moléculas fluorescentes contenidos en una muestra. Estas moléculas absorben una 

parte de la energía proporcionada por la luz y emiten fotones que se filtran en un 

intervalo específico de longitud de onda para ser captados por el observador en una 

longitud de onda específica. El resultado permite visualizar estructuras 

microscópicas, naturalmente fluorescentes o pre-marcadas con diversos 

fluorocromos en células y tejidos de plantas o animales [164]. 

 

 
Principio del sistema de CLSM 
 
La microscopia confocal forma parte de las técnicas de microscopia de luz 

fluorescente. No obstante, los microscopios confocales, a diferencia de los de 

fluorescencia convencional, emplean lásers como fuente de luz. Un microscopio 

confocal laser de barrido está conformado del sistema óptico, lásers, sistema de 

detección y el dispositivo de escaneo. La óptica detrás de este tipo de imágenes 

consiste en lo siguiente: un láser emitido de la fuente de luz se vuelve un haz 

paralelo de diámetro expandido cuando atraviesa la apertura “pinhole”, el haz de luz 
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es reflejado 90° cuando choca con el Espejo dicromático y se dirige hacia el plano 

focal  deseado en la muestra cuando pasa a través del objetivo del lente. La 

fluorescencia de la muestra se emite en todas las direcciones bajo la exitación 

proveniente del láser. Parte de la fluorescencia se enfoca en el punto focal del 

objetivo una vez que pasa a través de los lentes del objetivo, espejo dicromático y 

lente de enfoque. La luz fluorescente del punto focal pasa a traves de un pinhole 

donde es recolectada por el detector. Cuando el láser escanea la muestra punto por 

punto, el tubo fotomultiplicador detrás del “pinhole” recibe punto por punto la  

correspondiente imagen óptica.  Los diferentes planos focales  dentro de la muestra 

y las imágenes transversales (tambien conocidas como secciones ópticas múltiples 

del plano Z) pueden ser analizadas una para formar un “z-stack” que contiene la 

información del grosor de toda la muestra con una alta resolución espacial 

[163,164]. Usando procesamiento de imágenes por computadora y la 

reconstrucción tridimensional de imágenes de software,  se obtiene una imagen 

tridimensional de alta resolución. El camino óptico de un microscopio confocal láser 

de barrido es mostrado en la Figura A4.1  

 

 
 

Figura A4.1 Camino óptico de un microscopio confocal láser de barrido [163]. 
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