Sos2Y
29

R Sers]  UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
~ : DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOCZA

OXIDACION BIOLOGICA DE COMPUESTOS REDUCIDOS DE

AZUFRE POR Thiobacillus sp. CRECIDA EN CULTIVO
CONTINUO.

1 S
TiITULO D=

E E e

QUE OBTENER
QuUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGC
A

P R E S E N T
VICTOR CLAUDlow’

DIRECTOR DE TESIS DR. SERGIO J. ALCANTARA PEREZ
ASESOR DE TESIS: M. EN C. LEONORA SANCHEZ GARCIA F.

PARA EL

SEPTIEMBRE DE 2003

MEXICO, D. F.
8 TESIS CON

™17 T

FALLA [




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECI

2 DI

S 3 T2 12Y
~1i vida

Alragracia Vara Vargas v Claudio Gareés O-: =

Por gue gracias a su apove v tolerancia alcance una =< mis mas

impaortantes objenvos que constituye el mas grande ai.c e en m
superacion personal
AMIS HERMANOS
Gracias por su apoyo v avuda, que Je una u coo2
manera cortribuyeron o que este trabajo sc hiciera =szlhdad.
A STLVIA
Lor suapoyo vy oprimi. en los ] s » Sficiles

1/ Dr. Sergio J._Alcdantara Péres

Le agradezco por la opormmnidad ofrecida v ayuda =wrante
el proyecto que me permitio la culminacion de una de nus ~andes mes=s

Ala A en C_Leonora Sanches Gargeia [-,

Por su atencion para el mejoramiento Jde este res-so.

AMIGOS

A todos ellos por su carifo y confianza depositada en mi ¥ zor impulsz~ne
a crecer cada dia mas.

»y ellos, m . gracras

: TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Este trabajo fue realizado en el lnsmu(o Mex:cano del Petroleo (IMP) en el pro;,rama de

Biotecnologia del Petréleo y.en In Umvers:d-ud Autonoma l\«-ur poli -1 A en

el laboratorio de Tr iento de E- isi ] Gas ! b'ljo la dxreccxon del Dr. Sergio J.

Alcantara Pérez y la Asesoria detaM.en C. Leonora Sanchez Gnrcin Fnsucroa

) TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




[TRSEYRIRY]

S W -

[RERRES

(] SRS

N
P3N

2.6

Pag

INDICE 3
RESUMEN 5
INTRODUCCION 6
Ciclo de azufre 7
importancia del ciclo del azufre y su relacién con el medio 9
ambiente

Ejemplos especificos de contaminaciéon con compuestos de azulfre 11
Oxido de azufre 11
Sulfuro de Hidrégeno 12
Tiosulfato 13
Compuestos Organicos Volatiles de Azufre 14
Cultivo de Microorganismos 15
Procesos biologicos de eliminacion de CRS 15
Parametros de Crecimiento 16
Cultivo en lote 19
Fases de Crecimiento en cultivo en lote (batch). 19
Cultivo Continuo 21
Objetivos Especiales de Cultivos en Quimiostato 25
Ejemplos de Cultivo Conti para la Oxidacién de Comp 26
Reducidos de Azufre (CRS)

Fisiologia y bioquimica de microorganismos sulfoxidantes 27
Microorganismos Quimiolitétrofos

Bacterias sulfoxidantes

Aspectos microbiolégicos 31
Estructura celular de los Thiobacilli 32
Sitio de Oxidaciones Quimiolitétroficas 33
Periplasna 33
Sistema de transporte de electrones en Thiobacillus 34
Rulas Bioquimicas de CRS 35
Sulfuro 36
Tiosulfato 37
Inhibidores 38
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 42

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




m ORBIETIVOS 43

v HIPOTESIS DE ‘TRABAJO a4

v MATERIAL Y METODOS 4as
vi RESULTADOS Y DISCUSION 54

6.1 Descripcion del Microorganismo 54

6.2 Cinética de crecimiento 56

6.3 Cultivo Continuo de Thiobacillus sp. 58

6.3.1 Descripcién y funcién del reactor 58

6.3.2 Funcionamiento y Operacién del reactor 59

6.3.3 Biocontrolador 63

6.3.4 Arranque del reactor y trabajo global utilizando tiosulfato 65

como fuente de energia.

6.4 Efecto de la tasa de dilucién sobre ¢l crecimiento y la 67
oxidacion de tiosulfato.

6.5 Crecimiento en Quimiostato de 7Ahiobacillus sp. utilizando 73
comeo sustrato tiosulfato y sulfuro de sodio.

6.6 Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa de la cepa 78
Thiobacillus sp.

6.7 Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa del 81
Thiobacillus sp. con tiosulfato y/o sulfuro

6.8 Velocidad de Oxidacién del 7hiobacillus sp., mediante 84
estudios de respirometria.

6.9 Efecto de los inhibidores en la oxidacion de tiosulfato y 87

sulfuro de sodio.
vl CONCLUSIONES 91

v BIBLIOGRAFIA 93

! TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




RESUMEN

Dentro de los contaminantes de ambito mundial, los compuestos azufrados tienen gran
relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en la naturaleza. Entre los
compuestos de azufre de mayor importancia que se emiten a la atmosfera se encuentran
S0z $201°%, HaS. CS: y los compuestos volatiles del azufre. Su emision al ambiente esta
asociado a: ta lluvia acida, fenomenos de corrosion, mal olor y dainos a la salud debido a la
toxicidad de algunos compuestos. En la actualidad el enfoque para resolver problemas de
contaminacion se ha modificado y los procesos fisicoquimicos en uso, empiczan a tener un
complemento y alternativa en los procesos biotecnologicos, particularmente en las
concentraciones de contaminantes, en donde empiczan a tener cada vez mayor interés y con
resultados exitosos.

La finalidad del presente trabajo consistio en determinar parimetros cinéticos de
crecimiento y oxidacion de una cepa pura de 7hiohacillus sp. Esto con el fin de aportar
informacion basica sobre su actividad sulfoxidante. Para ello sec implementaron dos
sistemas donde la cepa se crecio en cultivo continuo. Se lograron establecer los estados
estacionarios de los sistemas a partir de los cuales se determinaron la velocidad maxima de
crecimiento asi como los rendimientos de crecimiento y eficiencias de oxidacion. Por otro
lado ¢l trabajo fue complementado con estudios de respirometria donde se determinaron las
velocidades de oxidacion y la afinidad por los sustratos, asi como el efecto de inhibidores
de la oxidacion.

En el cultivo continuo utilizando como sustrato al tiosulfato, se abservo que la cepa de
Thiobacillus sp en tasas de dilucion entre 0.12 y 7.9 d'. todo ¢l tiosulfato se oxido
completamente a sulfato, mientras que en una D= 9.2 ¢l microorganismo solo transformo el
40% del sustrato a sulfato. Finalmente a una D= 9.8 el sistema entrd en condiciones de
lavado por lo que el tiosulfato no fue oxidado. De este modo l1a 1asa de dilucion critica fue
de 9.8 d"' y la pmax fuc dc 0.4 h™'. En lo que respecta a las eficiencias de oxidacion se
observé que en el intervalo de D entre 0.12 y 7.9, la cficiencia oxidativa se incrementd
proporcionalmente al aumentar la tasa de dilucion. Mientras que en una D de 9.2 la
eficiencia oxidativa disminuyd (230g sustrato/g proteina d) con respecto al valor de D= 7.9
(255.59 g sustrato/g proteina d). Al utilizar tiosuifato y/o sulfuro igualmente se incremento
la eficiencia oxidativa al incrementar la D. El rendimiento de crecimiento promedio
obtenido para tiosulfato fue de 9.3 g biomasa/ mol S;0:% y para sulfuro fue de 3.2 g
biomasa’/ mol $2. La velocidad maxima de oxidacion con tiosulfato fuc de 140 mg SzO;"/g
proteina min. con una Km de 5 mM. Micntras que con sulfuro se obtuvo una velocidad
maxima de 10.49 mg S%/g protcina min. y una Km de 0.3 mM. Finalmente los resultados
del efecto de los inhibidores en la oxidacion con tiosulfato y sulfufo mostraron que en el
caso del NEM, la velocidad de oxidacion disminuyé en un 20% para tiosulfato y 11% para
sulfuro. En el caso del Cianuro de¢ sodio(NaCN) la actividad sulfoxidante fue inhibida
completamente en ambos sustratos en concentraciones de entre 1.5 y 2 mM.
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1. INTRODUCCION.

El azufre existe nuluralmenle en la tierra y la atmosfera. Sin embargo, el incremento de

la actividad mduﬂnal nlcrﬁere en el CICIO nalural del azufre provocando desbnlances tanto

en cste c:clo omo' en: el dcl carbono, nnro&,cno y metales pcsados. Muchos efectos

adversos de:la ammaclon po azufrc de fuentes antropogénicas se han rcpormdo la

lluvia acida, mal n de acero y concreto y movilidad de mexales pcsados de
los sedimentos y los minerales xpucstos'al aire por las actividades de mineria.’

Estos cjemplos’ muestran que la contaminacién por azuffe se encuentra en todos los

compartimentos ambientales: aguas naturales y aguas residuales, la atmosfera, desperdicios

solidos, suclos:yise‘dir‘nenlos.

Ademas d(% su imporntancia en la contaminacion del medio ambiente y bioremediacion,
¢l ciclo del azufre es también importante désdc cl pumo ac' vista mas basico y cientifico.
Las conversiones de azufre incluye el mclabohsmo de vanos grupos especificos diferentes

de la bacterias especializadas que ‘usan estos co puestos dc azufre (ejemplo: bacterias

sulfato reductoras, bacteria mcoloras de azufre, lhiobm:lllu.\'). Estas bacterias se usan

frecuentemente en la investigacién frontal y ﬁara ¢l desarrollo de nuevas técnicas gnaliticas.
El objetivo del presente trabajo es estudiar las caracteristicas de crecimiento y los

parametros cinéticos de oxidacion de una cepa pura sulfoxidante. Este microorganismo fue

aistado por el grupo de investigadores donde se desarrollara este trabajo de investigacion, y

su identificacion, de acuerdo al analisis completo del RNA (16s), mostré una similitud con

un Halothiobacilius poli, en un 97% y Thiobacillus sp. W5 en un 94%.
El trabajo aportara datos de importancia para el desarrollo de procesos biotecnolégicos,

para solucionar los problemas ambientales antes mencionados: se podra determinar




rendimientos de crecimiento, la velocidad dc crecx enlé la vclocndad de omdaclon y se

podra comparar con los datos quc “se han rcportado por el‘grupo para consorc:oc

sulfoxidanies,

importancia en la naturaleza: A-':’.T'(Si.i;lﬂiidrilo: R-SH.y sulfuro:HS?), 0 (azufre clemental, S°) y

+6 (sulfato),
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Compucstos Proceso de
Asimilacién orghnicos azufrados mineralizacién
reduccién de
sulfato

<ult Desasimilacian reduccidén de suliato
Oxidacién biolégica con O, 0 NO3

Oxidacian
biolbgica

Oxidaccién biolégicay e

Reduccién
de azufre

R Des

Figura 1. Ciclo bioloégico dec azufre
Asimismo, en el ciclo se pueden distinguir dos ctapas de acuerdo al tipo de reacciones

de oxido-reduccion que intervienen en el mismo:

1) Una Etapa Reductiva.

azufre ncccsarlos ‘para el crccumcmo celular. La reduccién d imilativa la pr an

pnnc:palmemc os‘-procanoles y en ella cl sulfato es reducido a sulfuro por

mlcroorgamsmgs' sulfato reductores en condiciones anédxicas, donde el sulfato es utilizado

como aceptor iiltimo de electrones. Esta reduccion csta acoplada con la oxidacion de varios

acidos grasos . volatiles, lactato y piruvato que generan ATP y poder reductor necesarios

para el crecimiento celular.
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2) hI‘AI’A OXII)AIIVA ‘La se&.unda etapa del clc|o consutuycn las reacmones de

oxidacion de los compucstos rchCIdos de a.zufrc Dc xgual mancra esla elapa puede
dividirse en; dos las ‘reacciones de omdacnon en condlmoncs anacrobnas efccluados por
mlcroorgamsmos fototrofos (Cork y col 1983) y facultativos (Sublette, 1987) y la
oxidacion aerobm por mxcroorgamsmos dcl género Thiobacillus (Alcantara y col. 1999;

Kelly, 1990, 1982 Bulsman y col, 1989).

.1 IMPORTANCIA DEL CICLO DEL AZUFRE Y SU RELACION CON EL

MEDIO AMBIENTE,
LLa importancia del ciclo del azufre se inscribe en relacion a los siguientes aspectos:

1) Los scres vivos
2) La industria (econdmico)
3) La contaminacion ambiental

Los seres vivos necesitan ‘del azufi: para su. metabolismo celular, ya que existen
compuestos de la célula que‘qonytievnicn qé;c elemento. Se ha encontrado que 1% del peso de
las bacterias es azufre (Lee. y col.. 1995) y lo pueden incorporar por una reaccion de
reduccion asimilativa del sulfato.

Por su parte, la industria quimica tienec una gran demanda dec azufre elemental para
producir acido sulfarico el cual es un importante producto para ia sintesis de muchos

compuestos organicos ¢ inorganicos. Steudel, 1996 seiiala que durante los altimos cinco
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afos la produccién mundial de acido sulfirico fue de entre 133 y 152 millones de toneladas
por aflo.
£l azufrc clcnn.ntal cxccdo de la producclon anual dc 34 mllloncs de toncladas. Los dos

procesos bas:cos de obtenc n'de este’ clemc.mo es el proceso Claus. que convierte H:S de

refinerias y d plamas endulzadoras:de gas en'azufre clemental y el proceso Frasch que se
utiliza para e’xtraer{ el'azufre los depésitos n}alumlcs (‘S‘léuidel. 1996).

El conocimiento‘del ciclo del azuﬁ"e'nos permne' conocer los compuestos involucrados

derivados - ‘en 5utom6vilqs, ‘‘centrales . termoeléctricas, calderas de calefaccidon, en la

incineracién,de‘ basura_ en diversos procesos industriales como la obtencion de papel y de
carton, cn la fabncacnon de acido sulfurico, ctc. También puede originarse por oxidacion
del HaS on&mado por ﬁ.lentcs naturales ¢ industriales.

La lluvia acida provoca la acidificacion de las aguas dec los rios y lagos, que las hace no
potables. En el suclo origina una excesiva acidificacion y un empobrecimiento en ciertos

nutrientes.
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La lox:cxdad del nc-do sulﬂudnco se presenta en la Tabla 1 y dondx. s¢ observa que a

partir de "0 ppmya se rcquu.rc cqu|po de proteccion para su mancjo.

- Tabla.1. Niveles de Toxicidad del H:S y su efecto en la salud
Councentraciéon de

HeS Efecto

1 ppm Mal olor (olor a huevo podrido)

10 ppm Maxima exposncnon permitida en areas de trabajo por8 h

20 ppm Se requierc equipo de proteccion.
100 ppm Puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido del

olfato de 2-15 min.

200 ppm Rapida pérdida del sentido del olfato, ardor de ojos y traquea.
500 ppm

Pérdida de equilibrio y de razonamiento, insuficiencia respiratoria
en 200 min.

700 ppm Inconciencia inmediata, sin un

tratamiento adecuado paro
respiratorio y muerte.

Janssen A., (1996)

1.2 EJEMPLOS ESPECIFICOS DE CONTAMINACION CON COMPUESTOS
DE AZUFRE.

Entre los compuestos de azufre de mayor importancia que se ¢emiten a la atmosfera se
encuentran el SOz, el $20572, el HaS y el CS; y los compuestos organicos volatiles de

azufre. La forma como se emiten y otras caracteristicas de estos compuestos sc¢ explican a
continuacion.
1.2.1 OXIDOS DE AZUFRE.

El dioxido de azufre (8O:) y cl trioxido de azufre (SO3) junto con sus acidos

correspondientes y sus sales en macroparticulas son contami

frect en la

atmdsfera urbanas industriales. Estos compuestos, contribuyen a incr

los probl

de particulas respirables y de visibilidad por medio dec la formacion de sulfato y la
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aglomeracién con otros gases y particulas con los que interactuan. Asimismo, actiian como
precursores en la formacion de la lluvia acida a través de reacciones quimiéas en la
atmastera (Mackenzie 1995; Betthelheim y Billinge, 1983 Bailey y col.. 1978) :

De los 6xidos de azufre, ¢l SO2z es la emision industrial de mayor lmponancm del grupo:
de compucstos contaminantces que contienen azufre y se ha estimado que cerca dcl 90% de
la emisién total de SO; hecha por el hombre, proviene de la uqxhzacuon _de combusublcs
fosiles (Janssen, 1996). Por ejemplo. se ha estimado - que las industrias que . generan
clectricidad quemando carbon o derivados del petroleco son responsables de mas del 50%
del total de la emision de SO:. Esta emision varia considerablemente de acuerdo con la
naturaleza y de origen del combustible, ya que su contenido de azufre generaimente varia
de 0.1 a mas del 5%. El dioxido de azufre es un compuesto no inflamable y es perceptible
en concentraciones menores a 0.1 ppm. Por encima de 0.3 ppm se puede detectar por el

sabor y a niveles de 1 ppm produce una ion fuerte lestar en la nariz. También se

emiten cantidades considerables de estos compuestos en los procesos de transformacion de
plomo y zinc, produccién de acido sulfurico, asi como en algunos procesos de refinacion de
petroleo. Por otra parte el acido sulfhidrico (H2S)* emitido ' por- algunos' procesos de
degradacion biolégica y procesos industriales se oxida en el airc produciendo SOz (Warner,

1980; Bailey y col., 1978).

1.2.2 SULFURO DE HIDROGENO (1;S).
El sulfuro de hidrégeno, HaS, es la forma mas feducida de azufre y es muy toxico,

inflamable, fuerte irritante de ojos y mucosas, y es altamente soluble en agua
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(aproximadamente 0.1 M a 25°C) con un pK, alrededor de 7 y un pK2 de 13. El sulfuro de
hidroégeno se prepara tratando el sulfuro de hierro 11, con acido sulfirico:

FeS + HaSO4 — HaS % FeSOy

El H;S se emne en cl ambxenle por un gran nimero de mdustnas como la pelroqulmlca

mm,nas produccmn dc ‘viscosa'y! celoﬁ'm como resulxado del trmamlcmo anaerohm de

aguas residuales quc contienen sull‘alo dc ia cxtraccton de gas nat al yes ntcrmcdlano de

la oxidacion biolégica del CS: (Groenestijn y qol.';m‘1998;:RcVah vy col. 199 3 Torres y
col., 1993 Byuismnn y col, 1989- Sublette y col’; 1987) Sus propl‘ dadcs corromvns estan
relacionadas’ con el dafio a paredes de concreto ‘de los rcaclorc§ snslcmas de drenaje,
tuberias de acero; su emision al ambiente ademas de su tox:cndad genera olores
desagradables y lluvia dcida. Su caracteristico olor a.hucvo podrido es perceptible en aire
fresco en diluciones de | ppm de aire. En la tabla 1 se muestran los niveles de toxicidad del

acido sulfhidrico y sus efectos sobre salud. Es de destacar las bajas concentraciones en que

el compuesto es toxico.

1.2.3 TIOSULFATO"
El tiosulfato (S:O_;") es un anién metacstable que tiende a su descomposiciéon quimica

en soluciones ‘acuosas.’ Las 'soluciones diluidas del compuesto, 0.01 M o menores, se

descomponen: mas: rapidamente que las soluciones concentradas, 0.1 M o mayores. Junto

c azufre el tiosulfato es altamente “agresivo™ por los problemas de
mismo.: El tiosulfato se utiliza en las industria de l1a fotografia, en la
industria.del pabel ‘y.en la industria farmacéutica. Por lo tanto se encucntra como

contaminante en las aguas dcl desccho de estas industrias. La industria de! petréleo, de

13
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acucerdo a Khana y col (1996), también emite como contaminante a este . compuesto. Es
claro que por si mismo el tiosulfato no es un factor de deterioro ambiental sin embargo, sus
productos de la oxidacion biologica o quimica (SO4?), o bien su. reduccion biologica en
condiciones anaerobias (H:8) tienen fucrte impacto ambiental (Suzuky, 1999; Dhawale,

1993).

1.2.4 COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE AZUFRE
Ademas de las formas inorganicas de azufre, existen un amplio conjunto de odmpuestos
organicos de azufre que son sintetizados por los seres vivos, ¥ que también desempchan un

papel en el ciclo  biogeoquimico del azufre. El compuesto organlco de "azufrc mas

abundante en:la naturaleza es ¢l dimetil sulfuro (H;C- S-CHt). .ual se ongma

principal en ambicntes marinos como producto de la dcgradacxon dc proplonato de

dimetil sulfonato, que es uno de los principales osmoreguladores de Ias algas marinas. La

produccion de este compuesto es muy abund y se prod mas dc 45 rrullon&s de
toncladas anuales. El dimetil sulfuro que se difunde en la mmésﬂ':‘ra' &pcrirﬁehta una
oxidacion fotoquimica que produce acido metanosulfonico (CHySO3Y), SO2.y SO, Existen
muchos otros compuestos de azufre organicos entre los que se. pueden sefialar: el
metanotiol (CH3SH), el dimetildisulfuro (CHj-S-S-CHj) y el bisulfuro de carbono
(Madigan y col., 1999).

La descomposicién de los aminoacidos que contienen azufre, metionina y cisteina, de la

materia organica en descomposicion prodi los comp )s orga de azufre volatiles,

Estos compuestos tienen particular relevancia por su mal olor en los procesos anaerobios de

tratamiento de d hos de la bio-industria (Smet y Van Lagenhobe, 1998). Entre los

compuestos que se han identificado se encuentran ¢l metanotiol (descomposicion de
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cebada), el dimetil  sulfuro (deacomposncmn dl. vcbualuﬁ) dcmullpollsulluros (Mt.zS,..
putrefaccion) y el bmulluro dc c.u-bono (CS,. honahms con compun_sme. dc azufre,
aromaticas).

Por otro lado, el b 'ulfuro de carbono lamblen es un compueslo azuf‘rado dc lmponancla‘

industrial. Estc compucsto se ullhm en’la ﬁ:bncacxon de vnscosa (prccursor dc rayon y
esponjas) y celofén asi como en la produccion de ﬁ:mhzarlles Se han reponado que en la
industria de viscosa y celofén se enmite a la atmaosfera concemramones del compueslo de

hasta 4000 ppm (Estrada, 1..1998).

2. CULTIVO DE MICROORGANISMOS.

2.1 PROCESOS BIOLOGICOS -DE - ELIMINACION DE COMPUESTOS
REDUCIDOS DE AZUFRE. '

Para el Vt‘l"glanjiremo:d‘e» emisiones  de compuest;as de azufre del ambiente se utilizan
diferentes procesos . tanto fisicoquimicos - como . bioldgicos. En general los procesos
fisicoquimicos rcquicreﬁ altos flujos de energia. ‘Sin embargo, no es este ¢l clemento el
unico factor qﬁe se considera para su aplicapiéﬁ o sustitucion por un proceso biologico.
Entre los factores que se pueden considcrér pueden citarse: el costo, la concentracion de
contaminante ¥ la factibilidad biologica.

Si se cuenta con:los organismos ﬁyos que pueden oxidar los compuestos de azufre de
interés, entonces queda a cdﬁsidi;réciéh el costo de su aplicaciéon. En este sentido, se han
observado que en baj‘ask‘co‘n\»cenu'"acioncs de contaminantes los procesos biologicos

presentan ventaja econémica y de eficiencia de eliminacion (Groenestijn y Hesselink,
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1993). Un cjemplo lo reporta Buisman, 1998 donde se compara los costos del tratamiento
de SOx con tres técnicas, 2 fisicoquimicas y una tecnolégica denominada Thiopaq, la cual
utiliza microorganismos . del genero  Thiobacillus: en el _proceso. El “biotratamiento™
presenta ventajas econdmicas hasta concentraciones de 3500ppm sobre los tratamientos
fisicoquimicos. : :

Los procesos biologicos de tratamiento (Tabla 2) de cﬂucmes conh compuestos de azul’rc

ticnen una aplicacién dnvcrsnfcadﬂ (Alcan!ara, 2000) Se han uuhudo en el lratamlemo de'

corrientes acuosas comammadas con sulfuros. sulfatos y txosulfaxo Tamblcn de oorncntes

P

de aire comammadas con sulfuro, bisulfuro’ y cor os, organico: volatiles 'de “azufre

(VOCS).

2.2 PARAMETROS DE CREC

prescmados mas sngmﬁcauvos y conclso

analizados - en cuant paramctros de crecimiento: la vcloctdnd de crecimiento

especifico o ‘duplicacion e ,tlempo “de blomasa, crecimiento retrasado, rendimiento del

crecimiento, cocientes mctabvo cos por la utilizacién de sustrato y productos de formacién,

H definid

afinidad de sustratos y biomasa méxima. Los parametros de creci > Son ¢

s con
referencia al crecimiento cll‘ié‘;un imple cultivo homogéneo en lote. Tal sistema es supucsto
para consistir en un lote b{en mezclado de un medio i lado. Se que la la es
adecuada para dispersar IQ I;iomnsa y que el medio es libre de raciones disminuid
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‘Tabla 2. Procesos biologicos de oxidacion de compuestos reducidos de azufre.
Proceso

biolgica Microorganismos Rexnccion
Anacrobio por Chlorobiaceae ™ N ey Qe ¥
bacterias Chromatiaceae 2n H2S +nCO 2 v, 2nS®+ n(Cl |20+) i
fotosintéticas 1.2 . tH=0
. P : O2
Bacterias Thiobacillus "
. A H2S + —— nSO 4
faculiativas 3 denitrificans nNOz
Proceso H2S + Fez (80 4)3 ——e S°+2FeSO,
Quimico- Thiobacillus +H2S0 4
Biologico 4 Jerroxidans
2 FeSOs +H 2804 +% 02 —IL.
Fe2(SO4)s+H20
. ) 128 + Y ——e §°+ ;0
Acrobio 5.6 Thiobacillus  spp ta %0 s 1
$°+1H20+3/2 Oz — H2S80,
Cork y ool (1980) Biotechnol.  Hoeng.  Svmp. Ser. 162 149-162
Khanna ¥ col (1996) Current  AMicrobivlogy 2 3

McComus v col. (20013 Appl. Biochem.  liotech., SUS2: 761-770
Saton y col. (1988) Hwdrocarb.  Process. Ini. Ed. 76 76D-76F
Alcintarn y onl. (1999)  Hiotechnel. Lett. 21: R15-819

Buisman y col. (1994) Svmp.  Hiol. W.Gas Clean _95-103

ST

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ESPECIFICO

Las condiciones para ¢l crecimiento de biomasa en un cultivo 'son: (i) 'un inoculo viable,

(11) una fuente de energia, (iii) los mmcrial:s paré‘ ,syﬁri:linistfari ;los nﬁlrimemos
indispensables de los cuales se produce la biomdﬁa, (i;'),a c'x;cla' de inhfbidorés, el cual
impiden el crecimiento, (v) apropiadas condiciones. ﬁsii:o;]‘uim!ca‘s. »

Si todos los requerimientos para el crecimiento sen Saiisﬁciorios, entonces durante un

intervalo infinitamente pequeiio de tiempo (dt) uno espera el incremento en biomasa (dx)

esta ¢s proporcional a la cantidad (x) presente y el intervalo de tiempo; esto es :

dx = pux dt
Por lo tanto:

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



dth = ;m‘

El coecticiente diferencial (dx/dt) LYprcﬂ‘l Ia “tasa dt. crccmucnlo poblaclonal El

parametro p re|

ma la v-lo' dud dc er ccimiento’ por umdnd de Ia camldnd dc biomasa

“h' es equlvalemc a un

6n de la ecuacién dx/dt = px da:
Inx =Inxy+ pt

x contra ¢l tiempo debe ser una linea

TIEMPO DE bpup CACION

La relacxon en pecifica de crecimiento y el tiempo de duplicacién (dt) de
1a biomasa se‘ obtienen de la ecuacion In (x/xg) = ut; haciendo x = 2xp y t = td, se obticne

=1n2/p =0.693/p
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'IVO EN LOTE

2.3Cut

El cultwo en lole (ba\ch) es una lorma de crccmnenxo de mlcroorgmusmos en un tiempo
detinido. Esu. se realiza en un volumen fjo de un mcdlo de cultlvo quc conuenc todos los

nuxnmcnlos m.ceednos para el crccnmlento celular chxdo a quc no se. adxc:onan mas

nutrimentos en el m_mpo dcl culuvo, estos se van agolando lo quc dcﬁne el crecimiento

microbiano, por lo tanto el cremmlcmo y la producc:on de mexabolnos cesa en el momento

lan que en dctermmado

momento el ‘medio de cultivo ‘se modiﬁcn por, ef recimiento’ microbiano en

cimiento (por cambios de

pH. productos secundarios, etc.).

Para el entendimiento del comportamiento del: cre cimiento microbiano en un tiempo
definido (Iote) se han descrito cuatro ctapas basicas del comportamiento celular: Fase Lag o

de Retraso, Fase Exponencial, Fase Estacionaria y Fase de Muerte.

2.3.1 FASES DE CRECIMIENTO EN CULTIVO EN LOTE (Batch)

Cuando se inoculan bacterias en un medio fresco. la curva de crecimiento suele mostrar
4 fases:
Fase Lag o de retraso

Es cl tiempo neccesario para la adaptacion de los microorganismos al nuevo medio

donde sc siembran. Durante esta fase los microor i )S NO per inactivos, al

¢lulas incr asut 1o, y no hay division.

contrario, durante esta fase cada una dc las

I.a actividad metabolica es muy intensa, donde hay la formacién de enzimas y otros
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intermediarios. qﬁé se. ucumulmi hasta ‘ajggpiar cpncenfra;iones que permitan la division
celular la cual inicfa Icntéﬁ;;crilt:: y después se géclcija con rapidez: Despu‘c’s cie ello el cultivo
entra a la fasg“éxpor‘u.:ncialb. Ct:mndc; svc' usaic(vm"uo ‘iqgculo,.célqlhs‘cn‘:':stavdor llhe’tabélico
latente " los 'factércs de . importancia ,'critic%x' péré ‘inici'ar : el("c;recimiento‘ : séﬁ: el pH.

temperatura, concentraciones adecuadas de oxigeno y concentraciones de sustrato,
Fase Exponencial

Durante este periodo las células se multiplican : exponencialmente. En condiciones
apropiadas durante esta fasc se logra la mékimn vélocidad de cfccimicnfo. es decir alcanza
fa autentica fase de desarrollo. La poblacion de microorganismos es casi uniforme en
composicion quimica, actividad metabdlica  y otras caracteristicas fisiolagicas. Esta fase
continia hasta que sucede una de dos cosas: que uno o mas nutrientes del medio se agoten
como ocurre generalmente o que se acumulen productos toxicos ¢ inhiban el crecimiento,
tan pronto como esto ocurre cesa el crecimiento y las células entran en fase estacionaria.
Las células pueden conservarse en fase exponencial utilizando un aparato de flujo continuo

llamado Quimiostato, que conserva un cultivo con poblacién y multiplicacién constante.

Fase Estacionaria

Gradualmente el progresivo age i > de los el 1tos nutritivos empieza a alargar

la velocidad de duplicacion y en poco tiempo el crecimiento se detiene. Aunque la
capacidad de reproducirse no desaparece, el numero de microorganismos que se forman se

cquilibra con el de aquellos que pierden su viabilidad. La acumulacion continua de
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productos de desccho y de curcuns(ancnas dcstavorablcs nnlccede la mlcrmpcnon complexa
de la dlvmon bacteriana. Por lo tanto cl cultivo en esta forma entra poco a poco en una fase

de muerte.
Fase de Mﬁérle

Los nutnmenlos s:&,uc ngotandosc, por lo quc normalmente las celulas se¢ autodigicren y

acaban por suﬁ‘lr auxohsn lndudablememe gran vanedad de condlc:oncﬁ contnbuyen ala

muerte, pero las mas mportamcs son el agmamlemo de sustanc:as nutritivas mdlspcnsables

y la acumu!aclon de productos mhlbldore como®acidos. Durantc esta fasc, el namero de

células viables desciende y' se pierde toda capacidad metabolica y dc dlvnsmn

constante dcl medxo cxoedcnte. Puest

El quimiostato’ consiste de un cultivo en el cual un medio de cultivo se alimenta
continuamente 'y se-elimina 'a una velocidad constante manteniéndose el volumen del

cultivo constante. Idealmente la mezcla puede ser perfecta, lo que significa que al

introducir el medio esté se distribuye i : y unifor en todo el cultivo. En la

practica esto significa que el tiempo requerido para mezclar un volumen pequeiio de medio
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el volumenbde la vasija, quc llz\mumos V (L),‘dcn lugar a’ una vclocldnd de ﬂujo por umdad

de volumen que sera: F/V. Este coc:cme 'se’conoce. como- la “tasa’ de dlluc on D (d‘)

Podcmos deduclr la relamon exlslenlc ‘entre’D yila vclocxdad cspcclﬁca de: crcclmlento n

(que tamblcn tiene unidades de h' ), dcscnblendo un balnncc dc maqas dc csla form

El aumento de hlomasa en: e culuvo commuo .es |gual al cremmlcmo menos la

biomasa de salida del react r.

Puesto_que la co

En el control de.un'quimiostalo'se emplcan dos clementos, la velocidad de flujo y la

concentracion de_un nutriente ) mitante, como el carbono, fuente de energia o nitrégeno o

un factor de crecimiento.:En:el qulrmbstato la velocidad a la que un cultivo es diluido

gobiema ta velocidad d _cr:cnﬁllcnto y'él tamaiio de Ia poblacion es gobernado a su vez por

la concentracion del’sustrato limitante.
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El sustrato limitantc (Sr) define también Iﬁ velocidad de dilucién critica (Dc) de la
siguiente manera: N
Dc=pmax (Sr/Ks+Sr)
Los cs}ados d¢ equilibrio’ sélo ‘Vson bosiblgs c;.uanydo las ve!bcidades de dilucién no

exceden del valor critico (Do).

Los reactores commuos por su parle se suclen emplear en produccnones grandcs donde

comparadoe. con'los rcactorc.s dlsconunuos, generalmente presenlan Ias s:guxemes ventajas:

a) D'sminuyen Ios costos de operacion al eliminar la carga y descarga de los reactores
vy facnlnlar el control automatico;

b) Mcjoran el manlemmlcnto de la calidad del producto al ser las condiciones de

opera 6n més probablcs.

Los dlsposmvos pam cultlvo continuo (qulmlostatos) son un medio para mantener la

poblacuon o exp- ial durante largos periodos.

El reactor.continuo de tanque agitado (RCTA) consiste usualmente en un tanque
cilindrico bajo, en el que es esencial una bucna mezcla de contenido pues, de otra manera
habria cortocircuitos entre la corriente de entrada y la de salida de manera que gran parte

del volumen seria espacio mucrto. La agitacion es pues una caracteristica extremadamente

importante, considerandose que una buena aproxi ion a una

perfecta no es dificil




aleanzar una buena mezcla. es que todos 'tos clementos del fluido en’el tanque tengan

virtualmente la misma composicion:

Una gran ventaja del RCTA; aparte de la s'im;')li»cida'd dc'co_itst/nii:cién

la concentracion de los componentcs del: med:o ‘en el rcactor La condlclones de wado

estacionario pueden alcanuu-s operando sobrc principios qulmxosmucos. Estos |mphcan

ajustar ¢l caudat de ahmemo al fermentador a un valor apropiado y constante, permitiendo

a las concentraciones” de microorganismos, sustrato, y producto bioquimico alcanzar sus

niveles naturales.

La consecuencia inmediata ‘de la condicion de estado estacionario es que para una

operacion econd ¢ sati oria, las condici ambientales seleccionadas para el

reactor deben conducir a rendimientos aceptables de productos microbianos y bioquimicos.
Este simpile - hecho' requiere un profundo conocimicnto de los factores fisiologicos y

bioquimicos que iriﬂuycn en la actividad microbiana.

es el facil control .
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2.5 OBJETIVOS ESPECIALES DE CULTIVOS QUIMIOSTATOS

Los tres Unicos objcuvo< ‘de culuvos en quumoelalos en el conlrol del crecimiento y

cuanmauvos cn condl lones ﬁs:coqulm cas. lal como tempcraxura o valor d:. pH

Tales metodos de velocndad dc crccnmlcnlo causan camblos mtroduclendo otros:
etectos con el cual pueden enmascarar el cl‘cclo de vclocldad de crecmucmo

por cjcmplo. el caxnblo en la tcmpcratura puedc afectar. mdcpcndlcntcmcnzc la

vclocldad de crcclmlcmo y contemdo de RNA de bactcnas. e : el

1)) El segundo objeuvo es lo conlrano de I, que.es la ﬁ_]ﬂClOl'l de'la velocldad de

crecimiento mientras el nmblcmc cs altcrado. Este objeuvo es cscnc al para

dxstmgulr entrc los cfcclos de los cambxoq de vclocndad de_crecim vnt vyvlos
camblos amblentalcs

111) La tercera propuesta ‘es mantener los sustratos limitados de crecxmlcnto con una
veloc:dad de.v crecimiento - constante. Los sustratos Ilmltan cl crecimiento
pﬁdiahdo ‘s’cr“solo oble;\idos transitoriamente en _un puluvo v_lole y siempre

acompafiadas por un cambio en la velocidad de crecimiento, Esta funcion del

quimiostato es aumentar el posible rango de ambientes constantes para incluir
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no solamente los extremos de exceso y agotamiento de los sustrato limitados de

crecimiento, también todos estados intermediarios

El método-quirhiosl_alo lstema: dc culuvo y por medlo de eso’ mcxlna la

elucidacién de:la reaccion deilos org te, y. control dc un proceso

microbiano. Las ventajas de esta simplificaci es que csm aumemando en nmpor(ancxa con

interaccion de ch © mas especices en un culuvo estas pucdcn ser mvcsm,adus y controladas

2.6 ESJEMPLOS DE CULTIVO CONTINUO PARA'. LA O‘(IDACION DE

COMPUESTOS REDUCIDOS DE ATUFRE.

En el caso de los compuestos reduc:dos de azu(‘rc ™ hnn uuhudo'los eactores

la oxidacién de azufre a sulfato.
Por eso la concentracion de sulfufovarriba de 20 mg/l 1

independiente de la concentracidn - de oxigeno. ‘Sin embargo, el o geno pucde ser

aumentado en orden para:incr j “la idacion del shlfuro. Conforme a este dato

Janssen et al,, 1995 fundamenta quc el optimo o'ugeno molar es proporc,lonnl al sutfuro,
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para mejorar la acumulacion dt. zuulre s cerca de 0. 7 Los nuxmos autores (Janssenet al.,

1997 describen el funcnonamu.mo dc la oxud clon del <ulturo dccarroll:\do en el reactor de

lecho cv‘pandndo v.l cual es dcstgnddo pam la t.stxmulacuon de Ia lormacuon de’ sulfuro

donde espccmlmeme es sepa e azufre blen arrq,lado ¢l cual consiste

pnnc:palmemc de azufre elemental (92%) y b:omnsa (2%). es oblemdn por los autores.

Stefles et al. (1996) reportaron que Yhiobacillus sp. y Thiobacillus tepedarins acumulan
azufre elemenmf desde sulfuro de hidrogeno parcial o o\ldacnon de Tlosulfa(o,
indistintamente. Ello también fundamenta que ¢l azufre clemental es formado por debajo
de oxigeno limitado (0.1% DO) o la velocidad carga de sustrato alta (Q=18 mmol/lh). El
sulfuro y tiosulfato asi ponen a prueba para ser sustratos intercambiables para bacterias

quimiolitotrofas produciendo azufre y sulfato.

3. FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE MICROORGANISMOS SULFOXIDANTES.

3.1 MICROORGANISMOS QUIMIOLITOTROFOS

3.1.1 Bacterias sulfoxidantes.

El nombre “bacterias incoloras del azufre™ ha sido usado desde Winogradsky para
designar a los procariontes capaces de utilizar compuestos reducidos del azufre como
fucnte de energia para su crecimiento (Madigan y col.. 1999; Robertson y Kuenen, 1991).
Los compuestos mias comuncs que se¢ utilizan son el sulfuro de hidrégeno, el azufre
elemental y el tiosulfato. En condiciones adecuadas de crecimiento el producto final de 1a
oxidacién es el sulfato, sin embargo en el caso del sulfuro y del tiosulfato, bajo ciertas

condiciones de cultivo, es posible observar azufre elemental como producto de la oxidacion
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parcial de estos compuestos. El adjetivo “incoloras™ se utiliza debido a la falta de
fotopigmentos en estas bacterias. aunque en cultivos con suficiente crecimiento celular se

observa un color rosa o caté debido a su alto contenido de citocromos.

Existe una gran diversidad de bacterias sulfoxidantes con muy diferentes propiedédcs
mortologicas, fisiologicas y ccoldgicas y de igual manera diversos requéﬁmiemos
ambientales para su crecimiento.

En la tabla 3 se en listan algunos géneros de estos microorganismos, la fuente -de
energia que utilizan, asi como el intervalo de pH en el cual crecen. '

La mayor parte de los crecimientos fisiologicos de estos mu:roorgamsmos prov-ene del

estudio de un numero limitado de géneros. Los thiobacilli, son los mas estudlados debldo a’

que pueden cultivarse fiacilmente en el laboratorio, tanto en culuvos puros como ‘en

consorcios (Steudel, 1998; Buisman, 1989). Su estudio ha pcrmixido g:nteudclj dermancra

Y

mas detallada y precisa las rutas bioquimi de la ¢ ion de los compuestos redﬁcjdos

de azufre.
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Tabla 3. Bacterias quimiolitatrofas oxidantes de azufre, fuente de energia y pH de

crecimiento.

Género v Especice

Donador de electrones litotrofico

pH para crecimiento

Crecimiento deficiente en medios organicos

Thiobacillus thioparus
Thiobacillus denitrificans

Thiobacillus ippoli

Thiobacillus thiooxidarns

Thiobacillus ferrooxidans

Crecimiento en medios orgdnicos
Thiobacillus novellus

thiobacill ; 2

Beggialoa
Thiodhirix
Otros géneros

Thiomicrospira
Thiosphera
Thermothix
Thiovolum
Acidianus

Sulfolobus

H2S, SO, $2032- -,

H2S, SO, $2032- -

H2S, SO, 52032~
so
so, HzS,' Fe2+,

sulfuros metalicos

82032'

S203 2-

H2S, S2032-

H2S

H2S, §2032-

H2S, 52032, H2
H3S. S2032~, 5623-
HaS, SO ’

so

H3S, SO

2-5

1.5-4

6.5-7.5

6-8

Madigan y col. (1999)




Algunas especies son capaces de vivir en ambiente altamente acidos, pueden utilizar el
fierro como una fuente de energia y algunas son capaces de llevar a cabo la desnitrificacion

y utilizar al nitrato como titimo aceptor dc elcclroncs.

Existen diversas especies del genero lhlr)huclllus' que uencn acuvxdad cn mtcrvalos de .

pH que van de 0.5 a 10 con temperaturas entre 20 y 75°C g La mayoria son a olrufas,' pero

|f'er ntcs amblcmcs suelo.

tambi¢én pueden crecer heterotrofi te. Se

agua, desechos acidos y aguas sulfurosas.

Los ecstudios de crecimiento en mcdlos sm(etlcos ha pcrmmdo xdén'(iﬁcaf diversas

fuentes de carbono que son utilizados por estos mlcroorgamsmos' Esto pcrmmo estableccr

dos clases de microorganismos de’ acuerdo a la capacldad ‘de” creclmlento de ﬁ.lcmcs

organicas de carbono.

Estas son:

1) Quimioli ’rrofosC"" dos -

Son_ bacterias . altamente " especializadas, :que requieren una fuente inorginica como

fuente de cne;gia y obtiecnen su carbono a partir de fijar COz por el ciclo de Calvin, Utilizan

para cllo el flujo inverso de clectrones para la generacion de poder reductor (NADPH).

2) Quimiolitétrofos Facultativos

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una fuente inorganica de energia y
COz, o bien heterotroficamente con compuestos organicos que proveen de carbono mientras
los compuestos inorganicos proveen de clectrones para la generacién de energia

(mixotrofia). Aunque también se han observado que pueden utilizar simultaneamente dos o
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mas vias metabolicas para la utilizacion de la energia y del carbono, perdiendo en algunos

casos la capacidad quimiolitétrofa (Prosser, 1989),

4. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Los thiobacilli son microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, gram negativos
con forma de bacilos pequefios que miden 0.3 um de ancho por 1-3 um de lhrgo. méviles
por un flagelo sencillo, no son formadores de esporas y crecen entre los 25 ;35"C. Son
quimiolitotrofos y con actividad de citocromos importante. La energia necesaria para llevar
a cabo sus funciones se deriva de la oxidacién de uno o mas compuestos reducidos dg
azufre incluyendo sulfuros, tiosulfato, azufre elemental, sulfito, tiocianato y pélitio.na!os.
Con compuestos organicos se afecta el crecimiento. Algunas especies son capaces de vivir
cn ambicntes altamente acidos, pueden utilizar fierro como una fuente de energia'y algunas
son capaces de llevar a cabo la desnitrificacion y utilizar al pitrato corAno" ﬁltiino a;ccptor de
clectrones. Son. microorganismos de -acuerdo. a.su é{\pac dad de crecimiento de fuentes

organicas de carbono como quimilitétrofos.: Los- thiobacill

s‘qﬁ:lo‘s‘ mas estudiados debido

a que pueden cultivarse ficilmente en el Iaboratorio. Su ‘estudio ha permitido entender la

manera mas detallada y precisa las rutas. bi 2 de la“oxidacion de los compuestos

reducidos de azufre.
También existen otras especics microbianas que usan compuestos reducidos de azufre
como fuente de energia para su crecimiento. Sin embargo solo seis géneros se han cultivado

cc nente Z7hiobacillus, Thiosphera, Thiomicrospira, Thermotrix, Beggiaioa y

Sulfolobus.
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4.1 ESTRUCTU RA' CELULAR DE LOS Thiobacilli.
La cs\ructixra de la envoliura celular de las bacterias gram negativas, en el caso de los
thiobacilli, esta mas diferenciada que las gram positivas ya que cuentan con una membrana
extra alrcdcdqr de la capa de peptidoglicanos. Una diferenciacion de sistemas de nle;nbréna .
similar ‘se observa en células animales las cuales contienen, en adicién 5 la mcmﬁmha
citoplasmica,” una membrana mitocondrial, recticulo endoplasmatico 'y una:: Vmcr;’lbra’na

nuclear. La funciéon de la membrana externa es, en parte, muy similar a“aquella de:la

membrana lisosomal de eucariotes. Los lisosomas de los cucariotes son organelos rodeados

por una membrana y es 1 da “bolsa suicida™ ya que  conticne enzima§
hidroliticas, fosfaiasas, glicosidasas, nucleasas, proteasas.y lipasas, capaces dc:“llid'l'olizur
toda clase de componentes quc entran a la célula, tales como bacterias (Alberts y col,
1994). Las bacterias también necesitan esta clase de enzimas hidroliticas para utilizar los
nutrimentos necesarios para su crecnmlemo Sin embargo, ya que las bacterias no contlcncn
lisosomas, estas se deben mantener sepamdas de los otros componcntcs cclularcs para
prevenir su propia digestion.. Las bacterias gram positivas simplemente excrctap estas
enzimas fuera dev la célula; mientras que las bacterias gram negativas elaboran dentro de la“
célula cstas enzimas en c¢l espacio situado entre la membrana externa y la vmcn-il‘)rana'
citoplasméticé. Este espacio es llamado el espacio periplasmico y tiene un papel vital 'en‘ el
crecimiento  celular y puede representar entre el 20 y 40% de la masa celular

(Ferguson,1991).

La funcidon de la  membrana externa es confinar las perip| y las

estructuras protemlcas dcl periplasma (proteinas de transporte, de fosforilacion oxidativa,
etc.). Al mxsmo m:mpo., la membrana externa provee canales especificos y no especificos

para aquellos nutrimentos y iones requeridos para el crecimiento. los cuales son
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transportados por difusion pasiva ya que todos los sistemas  de transporte. activo ‘de.

nutrimentos €stan como una barrera selectiva del exterior de la célula lo que permite a las

bacterias gram negativas tener -una’ mayor rcsislcncia que: last gram . positivas 'a ciertas

enzimas, qull‘l‘IICOS y unubmucos (Inouye, 198”)

Los pnncnpales componenxcs de " la membrana cxtemn son lxpopohsacandos, y se
encuentran cxclusivamcme en esta membrana, que ademas de prevenir la emrada' de ciertos

compuestos desempeiian un papel importante en la interaccion con el ambiente de la célula.

4.2. SITIO DE OXIDACIONES QUIMIOLITOTROFICAS.
4.2.1 PERIPLASMA,
Como se mienciond, los thiobacilli son bacterias gram negativas que poseen una region

denominada peripl como parte de su cnvoltura celular. El periplasma esta situado entre

la membrana citoplasmica y la membrana externa de la célula, mide aproximadamente 65

A, y puede representar 20% del volumen celular. El periplasma se presenta como una fase

gel que conti pept y es ahi donde se localizan numerosas proteinas del
transporte de:clectrones. ' La mayoria de los citocromos ¢ se¢ encuentran cn ¢l periplasma.

Los otros citocromos (b, a; aa 3 ¥y otras oxidasas) asi como otros acarreadores de electrones

y protones y:las enzimas como ATPasa estin localizadas en la membrana citoplasmatica.
La reduccion de oxigeno y la sintesis de ATP toma lugar sobre la superficie interna dc la
membrana citoplasmaitica en funcion del movimiento de electrones y protones a través de la

membrana (Kelly, 1990, Hooper y DiSpirito, 1985 ,Volkmar, 1978).

Muchos de los aticos para la oxidacion de los sustratos inorganicos por
quimiolitotrofos estan localizados en el lado periplasmico de la membrana citoplasmica.

Esto se ha propuesto como un principio general en bacterias que generan gradientes de
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protones de la. oxidacidn de sustratos simples, incluyendo compuestos de un atomo de
carbono (CO). El sistema’ multicnzimatico de la oxidacion de tiosulfato de: rhiobacillus.
versutus (Paracoccus versutus) se han localizado completamente en el periplasma (Kelly,

1997).

4.3 SISTEMA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN Thiobacillus

Los thiobacilli - quimiolitotroficos  (obligados o facultativos) contienen todos los

componentcs dcl lransportc de cleclrones necesarios para enlazar el NAD(P) al oxigeno (o

compuestos o'udados de mtrobeno ‘como’ cn el caso dc Thiobacillus A2 y - Thiobacillus

denitrificans),:

bacteria. En el.

posiblemente por:; cada par de electrons rtransponados existen dos sitios para el

acoplamiento de la smu:sls de ATP. en’ Thiobacillus denitrifi y sol e uno para los

thiobacilli acrobios. Esto sugiere que el crecimiento es mayor para ¢l primero que para los

segundos de hecho, Thiobacillus denitrificans tiene mayores rendimi de crecimi >
tanto aerobia como anaerobicamente, que cualquiera de los thiobacilli acrobios estudiados

hasta la fecha (Kelly, 1982).
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Del sistema de transporte de electrones del metabolismo de tiosulfato en Thiobacillus

denitrificans se pucdcn. resaltar los siguientes puntos de acuerdo a Kplly (I982):>

A) Observamones con ‘nhlb dorcs del transporte de elec(rones y medlclones dlreclas de.

la reducclon ‘de citocromo lnchcan que la reducclon de

reductasa dcpcndlcme de sulfito, con flujo de elcctroncs a través'de lai'flavina,:

qulnona y cx(ocromo b hasta un citocromo c¢554, mxentrns qu :la”oxidacion de

sulﬂ:rp (hacia -el pohazufrc unido a membrana) esta enlazado al

citécromo c551, de nitrito reductasa; no ha sido establecido un mécaniysmoparay ‘el
ti‘anspbne de electrones durante la oxidacion de poliazufre a sulfito. : '
B) La niln;to reductasa puede transferir alternativamente electrones al oxigeno.
C)  Se ha propuesto que la ATP sulfurilasa, mas que la ADP sulfurilasa, es la enzima

terminal de la ruta.

4.4 RUTAS BIOQUIMICAS DE LA OXIDACION DE COMPUESTOS

REDUCIDOS DE AZUFRE.

LLa complejidad y el namero de reacciones involucradas en las transformaciones
quimicas y biologicas de los compuestos de azufre hace complejo ci estudio de las
recacciones bioquimicas llevadas a cabo por los microorganismos para la oxidacion
biologica de estos compuestos. Kelly y col. 1997 sostienen que posiblemente existen 2
procesos basicos de oxidacion de compuestos reducidos de azufre (azufre, sulfuro y

tiosulfato). Estos son los siguientes:
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I Un mecanismo que involucra la formacion de politionatos, presente en todos los

thiobacilli que son quimiolitotroficos obligados y otros -thiobacilli verdnderosi

como Thiobacillus

Thiob

prcvalezca en’.

A conti 10N se. pri

CSa2. S° $:0;7 y SOs? por l7rwbaculus' (F’lgura 2), quc son un

estudiados y donde algunas enzimas: de {a oxldacuon se han caractcnzado parcmlmcmc

(Suzuki, 1999; Kelly, 1997, 1990, '1982; Kuenen y:col. 1993; Takakuwa,,199 Kuencn y

Robernison, 1991; Hooper y Dispirito, 1985).

4.4.1 Sulfure

Sobre la base de la formacién del producto final, las diferentes vias reportadas para la
oxidacion de sulfuros se pueden dividir en dos tipos de reaccion:
a. azufre clemental como producto: 2 — S°

b. Sulfato como producto: §2 — SO42

El primer tipo de reaccidon se presenta en algunas especi de Thiobacillus y en

bacterias fotosintéticas. La posibilidad que la oxidacion de HzS en los thiobacilli, se
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presente extracitoplismicamente, lo” ha sugerido Hooper y: DiSpirito (1985), dado que se
observa la prcclpllacnon de uzufrc clcmcnlal en el mcdlo de crccumemo Takakuwn (1992),
reporta que la sulfuro oxidasa.en eslos mncroor&,amsmos se locallza enla: fraccion. de

membrana.

}LO ol
s \ A SO 2 e SO e
: h Sulfito H;O. ﬁulmu Citocromo b} AMP APS
Sulfuro reductasa - ‘citocromo © B . E L mdumu
oxidasa b 2 H* . o'ddnmdmm S : 2e
, : ES H
-5 S0, U e 2P i
arutie :} Cxtocromo c =] =i ]s0.r o sumimasa
uNigenasa H. cnnmnucu R I v ADP : I
S0 — X0 S50, O :
Tiosulfato 73 )
etocromo © Rodanasa H
oxidareductasa . ‘ 3
10 H e SO,’T
SO." : S

c:toplasma

Figura 2. Arreglo de las enzimas mvolucradas enla: oxidacion de compuestos de’ amfre
reducidos. El esquema esta compuesto de las eacclones catallmdas por dlferentes espccies
de thiobacilli. (Hooper y DiSpiritu, 1985), - i 20l : :

4.4.2 Tiosulfato

:q

e en la ¢ ion de tiosulfato

Las il periplasmi involucradas

p
por Paracoccus versutus (enzima A, enzima B, citocromo ¢552, citocromo ¢552.2 y

] i multi q

ico

oxidoreductasa sulfito: citocromo c también han sido 1l

oxidante de tiosulfato o TOMES (por sus siglas en inglés). El TOMES permite a

Paracoccus versutus crecer autotrofi con compuestos como ¢l tiosulfato o sulfito
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como Gnica fuente de energia. Este sistema ha sido caracterizado bioquimicamente lo que

ha permitido aclarar el sistema de oxidacion de tiosulfato (Kelly, 1997).

4.5 INHIBIDORES.

Se han utilizado ciertos inhibidores para establecer las n;tas metébélicus de thioﬁa;cillf.
Los imermeéiarios en la: oxidacion de compuestos azufmdos se acumulan cuando su
oxidacion es inhibida; se sabe que la N-etilmaleimida (INEM) inhibe la oxidacfén de azufre
clemental, ' la - N-6xido-2-N-heptil-4-Hidroxiquinolina (HQNO) y la ‘antimicina. A -son
inhibidores de la oxidacién de sulfito (Hallberg ct. al. 1996; Chan'y Suzuki, 1994; Chan y
Suzuki, 1993 Suzuki et. al. 1992).

Los clectrones de los compuestos reducidos de azufre, cmran a la ‘cadena rcspiré\oria en

varios puntos (en funcion del potencial de reducciéon de los mlsmos compucslos reducidos

de azufre) de acuerdo a Madigan et. al 1999, Los mhlbldores “de cadena respiratoria

bloquean el transporte de clectrones en sitios espcclﬁ Ele cianuro bloquea el transporte

de clectrones a nivel de citocromo c.

Varios autores han utilizado el NEM par rai:lerizacién de enzimas y para

establecer las rutas metabdlicas de la oxxdaclon dc compuestos reducidos de azufre. En
general, solamente los grupos sulfhldnlos'dc las prolemas mas reactivos se combinan con
compuestos que contienen un enlace doble activado para formar tioésteres estables; el NEM
ha demostrado ser muy util para este proposito (Riordan y Vallee, 1971).

Los inhibidores  sulfhidrilos. como el p-cloromercurinbenzoato (1 mM) reducen
aproximadamente 73% de la actividad enzimatica. Los agentes quelantes (bipiridil 1 mM)
reducen en 50% la actividad de la enzima. La inhibicion con sulfito fue extremadamente

fuerte causando una perdida de actividad del 50% con 5pum. Los autores reportaron un
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efecto menos inhibitorio del. NEM (1-mM) con respecto a otros inhibidores sulthidrilos

sobre la ac(ividad dc la sulﬁlo’ < en cklmclos de Thiobacillus. thioparus.

s

Asimismo, cstos mnorcs (1970b) esludmron cl efecto del NEM (I-S mM) sobre fa acnvndad

de la uosull‘alo reporlando que fue nececano un penodo de

incubacién de’l

minutos ‘para incr drla ibicion, Fi > prop si on una ruia

de oxidacion para compuestos mor&,_mco 4de azufrc‘ Cuando se utiliza tlosulfalo como

fuente de energ'a, sle puede ser membohzado de dos formas, l) convenldo a u:lrauonato

por la enznma lc‘rauona o oxxdasa ) ”) dIVIdIdO para formar azufre y sulfito. La tetrationato
oxidasa parccc mlcwr una ruta sccundann. con allas conccntracxoncs iniciales de tiosulfato.
Hazeu et. al 1988 repormron quc eer-,etilmﬂleimlda (BmM) tienen un efecto inhibitorio

sobre la oxidacidn’ del azufre, pero no sobre otros compuestos reducidos de azufre en

;1

Thiobacillus ferr . Esto’ sugiérc.que las-enzimas . con grupos_ sulfhidrilos pueden

estar involucradas durante la‘o::ddacibn ‘de’azufre: elemental - al: estudiar la produccion y

utilizacion de azufre: elemental . urante : la - oxidacién microbiologica de

compuestos reducidos de azufie por 'I‘.ﬁ.-rr oxida)

Chan y Suzuki. 1994 estudmron la oxldacx de noﬁilfalo por 7. thiooxidans creciendo

sobre azufre con cclulas, cxxracxo libres de;cclulas y enzima tiosulfato oxidasa. Usaron ¢l

NEM para establecer la ruta de o aciéh del 80573, reportando que las células tratadas con

NEM no fueron capaces oxldar azufre._ Las células de 7. thiooxidans pueden oxidar

tiosulfato con un consumo de 2 mol 0;/ mol $203%, Las cdélulas tratadas con NEM

consumieron. solamcme [+ X Srmol Oz/ mol SZOJ de acuerdo con la ecuacién: 2 S:0y7 + ¥

O; + H: O — S.O o 20H' Los extractos libres de células de 7. thiooxidans oxidaron

tiosulfato en altas conccmmcmnes con 0.25 mol O3 / mol §;0;2
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Hallberg et.. al..1996 estudiaron la oxidacién de compuestos reducidos de azufre en un

sistema de células‘ _en reposo con Thiobucillus caldus KU, en ausencia y presencia de

P F

inhibidores y ﬁ- acoplant ’,Los desacoplantes 2, 4-dinitrofenol (DNP, 200uM) y cianuro

de carbonito m

del tiosulfato, uglnendo que eI uosulfato es membcllzado pcnplasmxcameme Por lo

contrario, estos’ co Iamcs lnh|blcr n. complctameme la ox:dacnon de S405'?. s2 S°

oxidacion del uosulfato a tetrationato.. Sus resultados mostraron que la ad|c|on de NEM o

cianuro de potasio, no inhibe la actividad enzimatica. Estos mlsmos autores (Visser et. al.

1997-b) reportan que no hubo inhibicion del NEM ( lmM) sobrc la actividad de la

hid

flavocitocromo ¢ sulfuro d C de Thiobacillus sp W5, aoin preincubando con el

inhibidor durante 5 minutos a 25°C. La adiciéon de 25, 5, 75, y 95 % respectivamente. El

cianuro ha sido reportado como inhibidor de las enzimas de bacterias fototrofas del azufre.
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Suzuki (1999) hace una revision sobre - la oxidaciéon microbiana . de : compuestos
inorganicos de azutre, tanto de reacciones quimicas como cnzimz'nicas. La oxidaciém dc

tiosulfato es mas complegja, existen al mgno; dos posnblcs rulas ‘Una “e:

la ruta ‘que

comienzan con la division del cnlace S S por lu rodannsa, segu:do por la cnz-ma nzufrc

oxidasa. En prcscnc-a de HQNO;: dos molcs de sulﬁo se acumulanan por: un mol dc :

tiosulfato con ‘el consumo de un mol de ovué,cno En prcscncm dc NEM el tiosulfato | eS'

oxidado a azufre' mas sulfato con % mol dc oxtgcno.‘Ennusencnavdc inhibidores, mhos

atomos de azufre son oxidados a sulfato con el i:onsumo de ‘dos moles‘de’o gcno;‘ La

segunda ruta comienza con la condcnsaclon de dos molcs de tiosulfato a tetrationato por la

tetrationato hidrolasa. Estas dos rcaccnoncs dan la oxidacion de tiosulfato'a azufre y sulfalo

con el consumo de %2 mol de oxlgcno en. presencm c'NEM para nhlbl

azufre, un rcsulmdo idéntico a la primera rula.' Si estan present mbos lnh|b|dores NEM

y HQNO, en la primera ruta la oxidacion de tiosulfato se detendria ya que ambas,r(;agctoncs

de oxidacién de azufre y sulfito. son inhibidas, pero no’en_la; scgunda ruta,.ya 'que la

oxidacion de tiosulfato no es inhibida.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la oxidacion de los compucsms ruiucndos dc .|7ulrt. utilizando. una Cl.p'l

pura de 7Thiobacillus sp. aponnra mtorchmn dc_ los paramclr S ‘de nvudacuon en

an profundlzar en cl conocnmlunto dc los procesos

quimiostato. Los datos obtcmdo. px.rrm
biologicos desarrollados con el fin de’ dlsmmuxr los problemus ambuenmles ocasxonados por

este tipo de compuestos.
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111, OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL:
e« Estudiar la oxidacién de compuestos reducidos de azufre por 7hiobacillus sp. en

quimiostato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= Implementar el cultivo continuo de 77iobacillus sp. utilizando . como  fuente de

energia al tiosulfato y al sulfuro.

= Evaluar el efecto dc la tasa de dilucién sobre cl crecimie de Thiobacillus sp..yla

oxidacién de tiosulfato.

= Decterminar; los' rendimientos  de crecimiento, la” velocidad maxima de crecimiento

(pmax) y las tasas de oxidacion de tiosulfato y sulfuro pof l1a cepa.

e,
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1V, HIPOTESIS.

thivbacilluy sp. “puede - ser cultivado :en cultivo’ continuo ‘utilizando’ como fuente de
cnergia a el tiosulfato o al sulfuro. Lo cual permitira determinar: los parametros cinéticos y

de rendimiento de la cepa para estos compuestos reducidos de azufre.’

44
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V. MATERIAL Y METODOS:

s I\IATERIAL. ‘)lOLO(‘lCO:

La cepa pu a’ de Iluol)aclllu\ sp fue proporcnonada por el lubormono W-107 . de

tratamiento de e

scosas en la UAM lzmpalapa Este m:croorbamsmo se obtuvo

de un consorcio ul oxldamc y ue |dcnm'cado por melodolog,las moleculares

5.2 MEDIO D CuLT IVO

Los mxcroorgamsmos sc crcc:eron en un medlo descnto por Sublctte (l987), unhzando
tiosulfato com ! : vm El tlosulfmo dc sodlo s¢ utlllzo como modclo de estudio -
en el trabajo, dado ue. permnc ‘su mampulacxon sin riesgos asocuados a (oxlcndad Es
importante scﬁalar que este compuesto se ha utilizado como modclo para esxudlos de la

sulfoxidacion (Sublctte, 1987; Steffes y col., 1996; Kelly y col., 1997).

La composicion del medio es el siguiente:

COMPUESTO s/l
Na:HPO. 1.2
KH:PO, 1.8
MgSO0, 7110 o1
NH4Ci 0.5

CaClz 0.03

MnSO. 0.02

FeCl, 0.02
NaHCO; 1.0
Na:8S:0;3 10

45
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Ein este medio se utilizé como fuente de nitrogeno el cloruro de amonio, mientras como
fuente de carbono ¢l NaHCO, cl cual fuc esterilizado mediante filtracion y adicionado al
recipiente en fresco. Y como Unica fuente de energia, como sc menciono anteriormente tue

el tiosulfato de sodio. El pH final del medio fue de 6.5 a 7.

5.3 INOCULO.
Para las cinéticas de crecimiento se utilizo el siguiente procedimiento:

En matraces Erlenmeyer de 250ml con 100 ml de medio, se. inoculo I:IOI{"O. ‘ml de

glicerol. Se dejaron crecer por 2 dias a pH 7, 2 temperatura 30°C y se Sgita;on a 180 rpm.
Después de 48 horas (fasc estacionaria de crecimiento), los: cultivos’ pr‘c‘)vbe;nive'hies{dc 2
matraces sc centrifugaron a 10,000 rpm y sc resuspendieron en una soluciél;_nj‘s“ali‘ria"éyst’e‘ﬁl al
0.85%. Posteriormente se llevo.a una DO (densidad optica) de l pm"a su ;o.stéﬁor

inoculacion en matraces y en el reactor.

5.4 CULTIVO CONTINUO::

Utilizando ' un reactbl" Apphl\on ADI l030:'se”: inicio cl cﬁliivo"continuo del

microorganismo. Se uuhzo una concemracu n, |mc|al de tic sulfat' de 10 g/l El cultivo se

inicié6 primeramente en lote y cuando 'esmcxonana, se inicid la

alimentacion continua del medio mineral? esté Las condlcnoncs para su

desarrollo fueron a pH de 6.5 y a una tempcralura commuacnon cuando el
cultivo continuo se encontrd en fase estncnonana
Diferentes tasas de dilucion (d™')

0.12,03,0.7,1.5,2.2,25,3.2,3.8,4.5,4.8,5.2,6.0,6.8,74,79,9.2,9.8
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L.as concentraciones de tiosulfato utilizadas fueron (w/L): 4.5, 2.25. y 1.35,
Los estados estacionarios se tomaron cuando transcurrieron de 3 a 5 tiempos de

residencia, como minimo.

5.5 ESTUDIOS DE RESPIROMETRIA.

El inoculo utilizado para los estudios de respirometria se prepard de la'siguiente forma:
Se tomaba efluente resultante del reactor, el cual fue ccmri('ugado y resuspendido en medio
mineral sin tiosulfato y sin fuente de carbono o en su caso s¢ utilizé solucién salina al
0.85%. Para evaluar la velocidad de oxidacion para el tiosulfato se utilizaron las #igufentes
concentraciones: 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 30, 40 mM. Mientras que para el sulfuro de s()dio '

fueron las siguientes concentraciones 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0;75, 1.1.5,2,3,5mM.

La técnica se basa en la medicion det consumo de oxigeno como una’medida indirecta

de la oxidacion de los compuestos reducidos de azufre en el microorga smo Qstudibdo. El

oxigeno se midié utilizando un ‘oximetro YSI modelo 5300. El,proc‘édlr ento sé;dcséribe a

continuacion:
1. En un matraz se aireo la- solucién buﬂ»'crrv Ae t"osﬁnos a. pH.de 6.5 por
aproximadamente 30 minutos. Esto con el ’propésitque saturarlo de oxigeno.
2. Se calibro el equipo y en el reactor con capacfdad de 1500 ul‘, se colocan 1300 ul de
buffer, mas 100ul de cada sustrato a evaluar, y 100ul de células resuspendidas en
solucion salina al 0.85%.

3. Se mantuvo el reactor cn agitacion, a temperatura de 30°Cy pH 6.5.
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4. Se midio ¢l consumo de oxigeno contra ‘el liempo
5. Se calculd la tasa de consumo de oxlgﬁno(mg Ozlmm) por mcdlo de la pcnduemc

del consumo ruxpccto at ucmpo

l‘malmcntu se calcularon Ias vclo |dades dc

ma :se calculo mldu.ndo el
conﬁumo dc o‘u eno em sustrato, es'decir al' me: ‘con celulas sin fuente de energia
se le mldlo el consum cmpo.

5.6 EFECTO DE LOS INHIBIDORES EN LA CADENA RESPIRATORIA.

Para evaluar el efecto de los'i res sobre la cadena respiratoria de los compucstos

reducidos de azqf‘re.',‘ mediante estudio e respirometria, fueron utilizados, NEM (N-
etilmalcimida) y Cianuro de sod‘io"(NaC as concentraciones usadas fucron:

e Con tiosulfato:

NEM: 0, 0,1,0.3,0.75..1, 2 mM

NaCN: 0, 0.025, o.@is.,o_ 075, J1iS; 2.5.'10 mM
e Con sulfuro: i : . .

NEM: 0,03, 0.5,0.75, 1, 1.5, 2 mM

NaCN: 0, 0.05, 1, 1.5, 2 mM

Se utilizé tiosulfato (10 mM) y sulfuro de sodio (0.5 mM) como fuente de energia. Sc

siguid ]a misma metodologia descrita en los estudios de respirometria descritos en 5.5.
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5.7 METODOS ANALITICOS.

5.7.1 BIOMASA

La bionmsé se detcmiiné ‘indirectamente por su contcnido de proteina. ' Esta fue

cuanuﬁcada por el melodo de Lowry (1951) uuhmndo una curva patrén con albimina de O

a 500 pg/ml.

REACTI VOS

Al CuSO.s 5#+:0 al 1% en H:0

B: Tartrato doble de Na y K al 2%

C: NaCO, 2% en NaOH O.1N.

D:

Folin: - 121 con H20: (pre

PROCEDIMI EN'I“OV

n
2)
3)
+)
5)
6)
7

1A+ B (prcparar cuando se uuhcc)
nd se unhce)

cuando se utilice)

Tomar una ahcuola de la soluclon problema. y colocarla en un tubo'de ensayo
La allcuota amcnor debe ser llenada aun volumcn de l ml con NaOH 0.1 N
Calemar en baﬁo maria por 5 mmutos .

Enfnar enel rcfngerador

Agrcgar 5 ml de reactivo E agnando v:&orosamenlc

Reposar cada tubo por 10 minutos 7 o

Agregar 0.5 ml de reactivo de Foklin'(yl i lrv cé;ltég;ja), y seril:gils nuevamente.

(este reactivo debe prepararse en el momento de usarse)
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8) Reposar por 30 minutos
9) Leera 590 nm

Construir una curva estindar para' la cuantificacion de proteina.

5.7.2 CUANTIFICACION DE SULFATOS (SO.™).

DETERMINACION DE SULFATOS POR EL METODO TURBIDIMETRICO.

El ion sulfato en un medio de HCIl y cloruro de bario, forma cristales uniformes de
sulfato de bario. La absorbancia ‘de 'la solucion es medida por nefelometria y la
concentracion del ion sulfato es determinada por comparacion de la lectura con una curva

estandar.

REACTIVOS: :
1) MEZCLA DE REACCION: Mezclar 30 m! de HCl concentrado, con 300 mi de
H20 destilada. 100 'ml de alcohol isopropilicoro ciilicd al 95% y 75 g 'de NaCl
PoStcriormenic ;e niciclan con 50 m} de; gliccrolir
2) Cloruro de Bario: cristales de tamal'io de malla 20 o 30
3) Solucion Estandar de Sulfato: Se dlsuclvcn 147 9 mg de NazSO4 anhidro en 1000
ml! de HzO. Se hace una curva con mcrementos de concentracion de 5 mg/l en un
rango de 0 — 40 mg/l. alrcdcdor de 40 mg/l la exactitud del método decrece y la

suspension de BaSOy pierde estabilidad. .
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l‘ROCEL)lMIEN'l'O;
1) Colocar 99 m! de H:0 destilada en un matraz erlenmeyer de 250 ml.
2) Adicionar | ml de muestra,
3) Apgregar 5 ml de mezcla de reaccidn.
4) Agitar, .
5) Adicionar | g de cristales de BaCl.
6) :\ytar por 1 mmuto cxnclamcnte auna velocndad constante.

7) Medir la absorbancla a 4”0 nm‘ Medlr la: turbldcz generada a intervalos de 30

sc&,undos durante 4 mmutos porquc cl maxlmo de turbidez ocurre durante los 2
primeros mmutos yla [cclum consmnle de 3 a 10 minutos.

5.7.3 TINCION DE GRAM.

Esta ¢s una tincion diferencial usada para demostrar las propiedades tintoriales de
bacterias. Las bacterias gram positivas retienen el colorante de cristal violeta después de la
decoloraciéon y se ven de color azul oscuro. Las bacterias gram negativas no son capaces de
retener el colorante cristal violeta después de la decoloracion y se contratifien de color rojo

rosado con ¢l colorante de safranina.

PROCEDIMIENTO:
1. Se hace un frotis delgado del material a estudiar y se deja sccar ¢l aire.
2. Se fija ¢l material en el portaobjetos pasiandolo 3 o 4 veces a través de la
llama de un mechero de modo que el material no sea lavado durante el

procedimiento de tincién.
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3. Se coloca el frotis sobre un soporte para tincion y se cubre la superficic con
solucion de cristal violeta.

4. Después de 1> minuto de-exposicion. al crisial violeta' se lava totalmente
con agua destilada. ‘ ' ‘ ’

5. Se cubre el ﬁ'bﬁs con séiuciéh de yodo gram' durante ‘:‘l_" minuto.’ Se lava

nuevamente con 85“8

6. Se sostiene el frotls entre l

Se cubre la

minuto.;: Sc:lava  con
agua corriente.

8., Sc coloca el preparado en posicion vertical dganqro,‘qqq';'dfé‘qé"el exceso de

agua.

9. Sc¢ examina el frotis al microscopio.

5.7.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Se realizo la observacion directa en el Microscopio Electrénico dc Barrido (SEM de
Scanning Electron Microscope), del 7Hiobacilius sp. con el ﬁnde obgewar su morfologia.
La preparacion y observacion de las mucstras, fue rcaliiada en el laboratorio de
Microscopia Electrénica del Edificio W de la Ciencia y Tecnologia Ambiental (UAM-I) y

apoyadas por el especialista encargado del microscopio (Dr. José D. Sepuilveda Sanchez).




[.a preparacion de las muestras se efectud de la siguiente manera:

llevaron a cabo lavados con solucion amomgundom pu a'el

Las muestras. se mantuvieron en refrigeracion con® glutaraldehido al 5% por. dos
dias.

Al xcrccr dla se rcahzaron lavados cada 15 mmu(os

lO OOO rpm con solucnon

amonlguadora de fosl’mos 0 lM (pH 72 7 4), hasta ellmmar el glu!araldehldo

Postcnomwnlc se. ag,rego Tctroxndo de osmio ..mantel cndosc la ~mucstra en

refngcracxon por una hora después dc lranscurndo cse/lle po. nuevameme se

Las muestras hbrcﬁ dc fijador, se deshidrataron uullzando ctanol o acclona al 30, 50,

60, 70 80. 90 y 100%; lavandose las muestras do vcccs con cada una. de las

conccmrac:ones, cada lavado con . un tlcmpo de vem\e mmuto

Poslcnormcntc las muestras se secaron utlllmndo Ia xccnxca dc secado por punto

critico, donde el etanol es desplazado por dloxldo‘de carbono. ﬂuldo de transicion
prcsunzado.
Fmalmcmc la ‘muestra scca se monté en un soponc mclahco mcdlantc cinta de
carbon y fue recublena con 3 destellos dc carbon Yy 3 dcslcllos de 50 segundos de
oro, quednndo lista para su observaclon. Medlante esta técnica el haz de clectrones
del SEM barre la superficie de la muestra y los electrones desviados por la capa de
metal son recogidos y proyectados . sobre una pantalla produciendo una imagen.

(figura 3a y 3b).

i
W
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Vi. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. LESCRIPCION DEL MICROORGANISMO.

Con la realizacion de la tincién de Gram, una de las mas empleadas en bacteriologia, se
pudo observar que los microorganismos son bacilos de color rojo rosado por lo tanto gram
negativos. El tamafio es de 0.3 um de ancho por 1-3 um de largo de acuerdo a la misma
tincion y la micrografia electronica (Figura 3a y 3b). La identificacion por RNA 16 S,

mostré una alta similitud al Halothiobacillus neapolitarrus en un 97%. y al Thiobacillus sp.

W5 en un Y4%. (Kawasaki, L.. y col. 2003, en preparacion).

Figura 3a. Microscopia electronica de la cepa pura de Thiobacillus sp. X15000
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*”%:

Figura 3b. Microscopia electrénica de la cepa pura de 7hiobacillns sp. X10000.

De acuerdo a la literatura. los thiobaciili son bacterias gram negativas que poseen una

" 111

region denc . El peripl esta

peripl como parte de su envoltura
situado entre la membrana citoplasmatica y la membrana externa de la célula, que mide
aproximadamente 65 A, el cual representar 20% del volumen celular (Ferguson, 1991). En

doal:

el peripl se pr como una fase gel que contienen peptidog! »>s y es ahi dond

se localiza numerosas proteinas del irasporte de electrones. LLa mayoria de los citocromos ¢
se encuentran en el periplasma. Otros citocromos (b, a, aa3 y otras oxidasas) asi como otros
acarreadores de electrones y protones y las enzimas como la ATPasa estan localizadas en la
membrana citoplasmatica. La reduccion de oxigeno y la sintesis de ATP toma lugar sobre

la superficic interna de la brana citopl atica en funcion del movimiento de

electrones y protones a través de la membrana (Keily, 1990, Hooper y DiSpirito, 1985;

Volkmar, B. 1978). Muchos de los si imaticos para la oxidacion de sustratos
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inorganicos por quimiolitotrolos estan localizadow‘. en él lado"pcriplz'lsmalico dc la

membrana citoplasmatica. Esto se ha propuesto como un prmcnplo gcm.ral cn baclcnas que

generan gradientes de protones de la ovudacnon dc suslratos |mplcs mcluyr.,ndo

compuestos de un atomo de carbono (CO) (Kelly. 1997)

Una caracteristica de crecimiento se dcf'ne por la forma de obtcncxon de la cncrgla de’

crecimiento y Ia fuente de carbono Este

lcroorbams 0 ‘es un qutm:ohtolrofo es decir

que oxida compucstos rcductdos, por c;cmplo los compucstos de azul‘rc como el tiosulfato

(como se muestra en las reacciones rcpo das por Kclly (1990) para obtener energia.

H:S + 20: — MiSOs AG"'= -733 kJ/mol

$:05% + 20; + H:0 o AG®'= -739 k/mol
S4065 + 3% 0z + 3H,o k AG"*= 1245 kJ/mol
Sy + 120z +. 8H=O = .. 8H2S 0. AG"’= -389 ki/mol
HSO3™ + _|/202 AG= -217 k_llmol
La fuente'de é;irlson rbono morg,amco (CO;) por lo que es un

organismo aulétrofo en’ pn.scncna dc compucsxos or&anlcos se ve

afectado su: c cimien imas para su crccnmlcnto

son: a un pH de6 S temperatura a 30°C (Momca R, "001)

6.2 CINETICA DE

En la. ﬁg a 4 se. resema cinética de ‘crecir " 1 C del 'I"" b Ilu\ sp durame la

oxidacién de uosulfato dc sodio (2.7 g/L) como umca fuentc de energia en culnvo en lote.
Se puede obscrvnr que el pH disminuye lentamente durante las primeras 24 horas, esto por

el periodo de adaptacion del microorganismo al medio de cultivo, hasta alcanzar un valor
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de 3.5 aproximadamente a las 48 horas. Esto debido a la”produccion o acumulaCién de
sulfatos (II:504) en el mcdxo de culuvo Posteriormente el valor de pH sc manucne

constante por. el dbommlcnlo del suslralo (uosulfmo) ademas de quc comcndc con la fasc de

muerte del culuvo La acuvacnon y. la omdacmn biologica “del uosulfalo ‘a sulfato ‘como

producto final (Suzuky. 1999), son dados por _este mncroorganﬁmo ﬁulfomdame despues de

las 12 horas.. A'las 48 hcras (dondc se nlcanza cl maxlmo valor de prolema,
da inicio la fase cstacmnnna donde normalmeme. el factor hmltante es Ia falla o carencxa
de un determinado nutriente esencial que llega a agolarse (otalmcntc en el medio de cultivo.
Tan pronto como esto ocurre, cesa el crecimiento v las células entran a la fase cstécioﬁarin
(J.F.Wilkinson, 1976; Madigan, T. et al '1999 ). La produccién de sulfatos dentro de las 24
horas, determinada experimentalmente, fue de 1| g/L, alcanzando su maximo a las 36 horas
con un valor de 4.5 g/l (conversion completa de tiosulfato a sulfato). Este valor junto con

el de pH permanccieron constantes al final del cultivo.

{1/8u) ojuapu3e13

PH, S0} (gil)
CL.NUAIDONO®

o = 24 38 48 60
Tiempo (h)

—@——pH —d&— Suifato —&8—Proteina

Figura 4. Crecimiento, pH y produccion de sulfatos por 7hiobacillus sp. con respecto al

tiempo.
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c.2 TULTIVO CONTINUO DE Thiobecillus sp.

6.3.1 DESCRIPCION Y FUNCION DEL REACTOR.

El reactor (Applikon ) que se muestra en la Figura 5, consiste en un tanque de forma
cilindrica vertical de capacidad de 2 L, cerrado herméticamente. El aparato cuenta con
mecanismos para controlar el pH, temperatura, la adicion de medio fresco y oxigeno. Para
ello se adaptan censores de temperatura, oxigeno y pH. También cuenta con un agitador de

doble propela que se controla automaticamente. El itador tiene defl res que estan

unidos o proximos a las paredes del recipiente. Este reactor es controlado
independientemente por un dispositivo nombrado Biocontolador (Applikon AD1 1030).
Este a su vez puede estar conectado a un software, con el cual se pueden controlar y

observar los parametros de interés mediante valores y graficos.

Reactor
T . S -

Figura S. Sistema utilizado pars el cultivo i de Thioh '!quv .
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El recipiente se adapto con una salida de liquido a una altura para mantener un sistema
continuo, La salida del reactor consiste en una mezcla en equilibrio o‘ etluente (contiene
organismos y nutrientes ¢n las mismas condiciones bioquimicas y ﬁsiolégica§ que los de
dentro del reactor). que sale a una velocidad tal que la perdida de organismos a la salida se
compensa con los que se afiaden a los que crecen en ¢l reactor, manteniendo de esta manera
un nivel constante en el reactor. La evacuacion de las células y sus proddétos en igual .

proporcion es por gravedad, los cuales son recolectados en un recipiente de recoleccion.

6.3.2 FUNCIONAMIE

'0.Y OPERACION DEL REACTOR.

Agitacion:: La ‘accion’ dc Ia abltamon en, cs(c proccso aeroblo SIfVc "para dispersar el aire

'mcdiantc cl uso de una bomba, el cual se
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Ambos parimetros como se menciono anteriormente, - fueron controlados mediante sus
respectivos controladores.
‘Temperatura. La temperatura del reactor. tanto'en; cultiva.en’lote como’ el continuo, se

nisensor; y 'estos - a su-vez

microorganismo de 30°C, temperatura’

actividad metabélica. Si la temperatura

cultivo, se hace. automati .-’ fadi -dn alcah ‘cstéri el cualesta bajo control y

registro del blocontrolador.

Esterilizacién. Para una operacion aséptica del reactor fiic necesario’ esterilizar el medio de

cultivo, el xanqhe ¥ sus conexiones (elcctrodds de 'pH y Oz) Pnra cohseguir la esterilizacion

absoluta del aire se paso por un filtro estéril con poros o apenuras de 2pm que impidan el
paso de particulas pequeiias, por lo cual se susululan con frccuencna, manteniendo siempre

condiciones estériles.

El medio mineral sc ajusto a un pH de 6.5 a 7 previo a su esterilizacién. El bicarbonato de

pr

sodio fue esterilizado de a - indep bor filtracion. La composicion de este

medio es una importante caracteristica en los rendimientos de biomasa y producto.
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Los fluidos de control deben ser estériles, aunque . en el caso del acido (HCI) y la base
(NaOH), utilizados para controlar el pH (6.5 en el medio de cuitivo), ya son estériles por si
salos cuando :se ‘encuentran. a concentraciones ~§uiicichlemenlc clevadas, ‘por . lo - cual:
requieren uﬁa dispersiéﬁ en bulxivo, de forma rapida y cﬁéiéﬁte (Wisénﬁan 1986).
Bloconlrolador. Las condxclones de operacién de los controles en el blocontrolador de los
parametros - fucron: pH 6.5. temperatura a 30°C, ox:geno al 100‘%) El conlrol dc la
agitacion fue variando, dependiendo de las tasa de d|luc16n cmplcadas en el ststema
Inoculacién. Antes de iniciarse el cultivo en lote, ¢l reactor con el nutnemc sc moculo con

células de la cepa pura de Thiobacillus sp. conservada en glicerol, mamcmcndo condlcloncs

asépticas. Las conexiones tanto del reactor como las del blocontrolador pH (clcclrodo,

soluciones acida y basica con concentracion de 1N) , clectrodo dc oxngcno tempcratura

(sensor y camisa), asi como ¢l agitador se colocaron en sus respechvos lugarcs

Posteriormente después de aproximadamente dos dias de  activarse Yy multiplicarse las

células en cultivo en lote, sin la adicion de mcdio‘fmine'ra 'y tener, bll_]D control los

parametros (pH, Temperatura y Oxigeno), sc |mc10 cl cultlvo continuo,

meral estcnl de manera

En este cultivo continuo se comenzd la‘ahmemacn n*del ‘med

continua, con un pH de 6.5 a 7, el cual $c_‘sum nistro ‘al sislcma_ a un ﬂujo constante,

agitado homogéneamente, e iniciando i conflujos muy lentos, esto. para lograr la

estabilizacion del sistema, logrando esto en’'cada tasa de dilucién. Los estados estacionarios

se tomaran cuando hayan transcurrido de 3 a5 tiempos de residencia como minimo. De la

misma forma que en ¢l cultivo:en lote, se controlaron los parametros antes mencionados.

En donde el cultivo se multiplica en las condiciones optimas de crecimiento. El medio de
cultivo al salir de la vasija mantiene el nivel constante, por lo que en estas condiciones, la

velocidad de crecimiento del cultivo iguala exactamente la velocidad de entrada del medio,
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que a su vez es igual a la velocidad de salida del cultivo. La evolucion del cultivo continuo
se evalud en cada aumento dc la tasa de dilucion, por la’produccion de biomasa y de'la

oxidacion del tiosulfato a sulfato.

Descripcion del cultivo. La alteracion de la concentr’aci

n dc uosul!‘am enel medlo, cs con

la finalidad de evitar la formaclon de azufrc :por. la saturacxon del susxralo en el mcdlo dc

cultivo, por la alta tasa de duluclon y a‘la oca salurac:on de oxnk,eno en cl mcd:

sistema en cultivo continuo, una vez prcpnrado, se pucde mantener dumme meses, xomando

las precaucmncs para m\pcd|r la'— (Y rada de‘ contaminantes (unhundo condlcwnes

asdépticas).

Las condiciones optimas par'\"cl crcmmncn(o y la formacion dc produclos son con’

frecuencia, diferentes en’ termmos de; pH el grado de aireacion' y la agnacnon 'equcnda Por

lo que puede ser ncccsano cambiar’ 'stas vannblcs de operncnén dummc el penodo del

funcionamiento del rcactor.(B Atkinson; 11985)

En este culuvo commuo. se . eval aron dlfcrcmc asas dc: dilixcnon, la 6xidaci6n del

tiosulfato a sulfato. ia produccton dc b:omasa, y cstudlos dc respnrometna con cl fin de

evaluar su acuvndad sulfoxldamc, asi‘como cl rend:mncmo AE
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6.3.3 BIOCONTROLADOR.

El biocontrolador ADI1 1030, ¢s un controlador capaz de medir y controlar hasta 4

parametros. Consta de un mena principal:

ADI 1030 MAIN MENU BIOCONTROLLER
PROCESS MANUAL PARAM CONFIG uTiLTy
F1 F2 F3 F4 Fs

2l Mend PROCESS se utiliza para manipular lazos de control.

>~ CONTROL: pH, temperatura, dO:. Nos indica que parametro esta en ¢l modo  de

v

operacion de ON y OFF.
SETPOINT: Nos da informacion relevante sobre el control los
parametros con los cuales se controla el sistema. Por ejemplo:

PH = 6.5, Temp. = 30"C, dOz = 70.00 %

» DISPLAY. Indica los Dose Monitors ,las salidas en estado de ON y OFF, las salidas

controladas, ademas el tiempo del proceso.

Eil Menii MANUAL se usa para:

> CALIB: calibra los sensores de pH, Temperatura 'y Oz disuelto.

> D.RESET. Reinicia los valores de los parametros o el sistema completo.

~ OUTPUTS definidas como TIMER o en el modo MANUAL. En ¢l modo TIMER

se controla mediante un tiempo  programado  para su funcién durante el

funcionamiento del reactor.
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12l Mena I’ARAMI;:’I'ROS. éc uéa para csp;‘ciﬁcur los parimetros de entrada v control. Por
cjemplo: ’

- pH' sctpomt 6. 5 Low alarm O, Higth alarm 4

- l‘emp. sclpoml 30"C Low dhrm 0, lhglh nlam1 ‘150 .

> DOz selpomt 70.0, Low alarm o, lllgth alarm 100

El Menti CONFIGURACION‘. Se usa para cspcciﬁcal":

>~ SETUP. Se usa para la asignacion de salidas para los lazos de control, ‘alarmas,
timers, registradoras y acciones nmn.ualcs.

~ SERIAL. Seleccién impresora / computadora, lfpo de interfase y da(és formato /

velocidad.

> DOSE MN. Es un administrador del momtor lactor y asnsnaclon

v

temporizador.-Y asi mismo que salidas s¢ encuentran’definidas.

El mena UTILITY. Se utiliza para fqncidnéS adicionales para fijar tiempo fecha y clave de

acceso.

v

VERIFY. Proporctona mf’ommcnon dela version del equipo.

Y

TEST. componentes de la memona el canal en seric.

A4

RESET. Para reiniciar parame!ros ©° el sistema completo.

Y

LOGPUT. Es una clavc de scgundad para los parametros que han sido establecidos

en la configuracion, protcgiéndolos de los cambios a personal no autorizado.
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6.3.4 ARRANQUE DEL REACTOR Y TRABAJO Cl.Olir\l‘ UTH.IZANDO

TIOSULFATO COMO FUENTE DE I':NI';I(Gi.;\. ’

En la figura 6 se presenta el arranqﬁc del reactor y el lrabéjo de invésligacién global del
reactor que utilizo tiosulfato de sodic‘)\cémoyﬁ.nica ("uentc de energia y como fuente de
carbono al bicarbonato ‘de sodio. - El tiémpé’ que se grafica es de 92 dias, con cambios en
las tasas de dilucion (D) .y I# cbncentﬁcién de tiosulfato del medio de cultivo. El pH se
controlo en 6.5 de acuerdo a lés caracteristicas senaladas en ¢l apartado 1. La concentracion
de tiosulfato de sodio durante el cstudio fue de 10. 5, y 3 gl El-cultivo se¢ inicio en lote.
hasta alcanzar la fase cstacionaria (dia 8). Posteriormente se cambid a cultivo continuo con
una tasa de dilucién inicial de 0.12 d** (con un tiempo de residencia hidi-z':ulico; ’l“RH. de
192 horas donde alcanza el estado estacionario aproximadamente a los dos dias de cultivo.
En Ja tabla 4 y la figura 6 se observa que en cada estado cstacionzblrio‘(jé ia; ;iifércmcs tasas
de dilucién se alcanzaron por la oxidacidon complecta de tibsq‘ll;at'o,.’v‘aylorqs _riu'xkimos de
sulfatos y proteina. Al cambiar la conccnrlraciéyn de 1‘01. a s . g,/de ‘xi‘qs‘qlfnto (—a)
aproximadamente a los 67 dias, disminuyé la carga de entﬁda de tiosul‘:fm’o lo que explico

o, hasta al los estados

el descenso de la concentracién de sulfatos. y dcl cr
estacionarios, esto con cada tasa de dilucion de 4.8 a 6.8 d”'. Al seguir aumentando la tasa
de dilucion en un intervalo de 7.4 2 9.8 d”' se disminuyé nuevamente la concentracion de
tiosulfato de'5 a 3 g/L (—b) lo que nuevamente provocé un descenso en la concentracion
de sulfatos y del crecimiento celular. La disminucion de la concentracion de tiosulfato se
realizé con el objetivo de pcﬁ‘nitir que todo ¢l tiosulfato se oxidard a sulfato sin la

acumulaciéon de azufre el al. Final se al 6 la tasa de dilucion D= 9.8 d™'
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sicndo el momento en que el sustrato no ¢s oxidado. Por lo tanto el sistema  se lavo, por lo
que se encontrd en ese valor la tasa de dilucion critica (Dc).

i 1 2 3 4 56 789 101112 131415 i

500 + 20
|
— 400 | i
i = 4+ 15
i E 300 ©
|2 10 &
‘@ 200 i g
2 =
. % 100 ] ! s e
: i
0 . : : ‘ o !
o 20 40 60 80 100
Tiempo (dias)
: — Proteina (mgil) —e— Sulfatos (g/L) |

Figura 6. Crecimiento y produccion de Sulfatos en cultivo continuo del T#/iobacillus sp en
92 dias de cultivo. (a) cambio de concentracion de tiosulfato de 10 a 5 g/L.. (—b) cambio de
concentracion de tiosulfato de 5 a 3 g/L.. (—1 a 15) Cambios de las tasas de dilucién (D) de

0.12a98d".
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6.4 EFECTO DE LA TASA-DE DILUCION SOBRE EL CRECIMIENTO V LA

OXIDACION DE TIOSULFATO.

EEn la ‘Tabla 4 y Figuras (6.1, 6.2> y 6.3), se presenian los resultados obtenidos al evaluar
el efecto de diferentes tasas. de dilucion sobre ;:l’ crecimiento de Thiobacillus sp. y la
oxidacion de tiosulfato, en cullivq continuo.  Se ‘evalué un intervalo de tasas de dilucién
entre 0.12 a 9.8 d'. En los cxperimenloé :Ja - carga tiosulfato se fue incremcman&o
conforme al incremento de la tasa dé diluck’)n.‘ dado que la concentracion de sustrato se
mantuvo fija en el sistema (Q=C*D). Pbr otro lado cn determinados valores de D se
cambid la concentracion de tiosulfato, con el fin de evitar la formacion de azn;lfrc ;:l;:mcﬁtal
(a. b. Figura 6). De este modo en las tasas de dilucién de 0.12 2 4.5 d°' l;a co'nccﬁtiraci‘ér;l de
tiosultato fue de 4.5 g/L.. Mientras que en tasas de dilucion de 4.8 a 6.8 se hfzo tel 'pfimer

cambio en la concentracion de tiosulfato a 2.25 g/L . Por ulumo, en Ias (asas de dnlucnon
entre 7.4 y 9.8, la conceniracion de tiosulfato fue de 1.35 g/L.. Los cslados cstac:onanos
en cada tasa de diluciéon se tomaron por lo menos de 3 g 5 ncmpos de’ rcs:dencna

hidraulica.

En la Figura 6.1 se preseman los resultados obtemdos en cI mtcrvalo de tasas de dilucién

de 0.12 a 4.5 y su efecto sobrc el crecnmlcnlo y la produccién de sulfatos.
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Figura 6.1. Efecto de la tasa de dilucion de 0.12 a 4.5 d”', en la oxidacion de tiosuifato, en
concentracion de 4.5 w/L.. sobre ¢l crecimicnto del 7hiobacillus sp.

En la figura 6.1 sc observa quc hasm‘ una !as;i-dc .d’ilut:’vién de 4 5¢l sist;:mn permitié
oxidar completamente el tiosulfato adlcmnado para cadn valor de D Por cjemplo para una
D= 0.12 d! la carga de tiosulfato fuc de 0, 54 g/L d y la carga de salxd.'\ de sulfato fue de
0.80 g/L. d, que corresponde a una cf'cxcncm dcl 99 % de conversion. Respecto al
crecimiento se observa que tiene un componamlemo cslablc, es dccir que la variacién
entre una tasa de dilucion y otra cs de aproxlmadamcmc cl 10%. De esta manera con la
menor tasa de dilucién se obtuvo una dc ‘prote‘ina de 200 mg/L, y para la D de 4.5 d°
alcanzoé igualmente el mismo valor 200 mg;/L. Estos datos de crecimiento son comparables
a los obtenidos para una cepa pura de Thiobacillus thioparus ATCC 26345 donde sc
reportaron valores de crecimiento de 300 mg/L en tasas de difucion de 0.9 d”' (Alcantara,
2000). Indudablemente cada género y especic de los microorganismos sulfoxidantes
presentan un valor determinado de crecimiento, lo que se pretende resaltar es que entra en

¢l intervalo de valores de crecimiento reportado en bibliografia. Este punto quedara mas
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explicito en la discusion sobre el rendimiento celular calculado en las diferentes tasas de

dilucion.

Tabla 4. Balance de azufre en estado conti!‘\uo de. Thiobacillus sp. utilizando $2057 en una
concentracion de 4.5, 2.25, 1.35 g/L., S205%,

D

S:05%

Q S:=0y S Qs -S047 QS0 Qs:0;72 s QS Proteina

d! wL w/Ld wld  pgild | gL Ld Bl wL g/Ld mg/L

< < c ¢ c s s s s s s s s
w12 4.5 0.53 0.30 .57 6,70 0.80 0 0 0.33 0.26 2041
03 4.5 1.35 w77 0.57 2.57 2.27 0 0 0,33 075 200
0.7 4.5 ERE) 18 057 - 7.52 slzo 0 0 0.33 1.73 190
1.5 4.5 6.76 IS 057 553 8.30 o 0 0.33 274 210
22 4.5 v.92 5.65 0.57 6.27 13.80 [H) 0 0.33 4.55 190
25 4.5 11.27 642 057 67 16.73 v [ 0.33 5.52 200
32 +.5 14.43 %22 057 684 21.9 [ [ 0.33 7.23 210
38 4.5 17.13 2.76 0.57 6.56 24.92 i) 0 033 822 120
1.5 1.5 20.3 11.56 .57 7.0 3.5 0 ¢t 0323 104 204}
1.5 228 10.8 615 057 278 13.38 0 o 0.33 441 100
52 225 " 6.7 057 277 14.41 0 [} 0.33 475 1o
o0 2.25 13.61 7.76 0.57 2.51 15.20 0 (U Q.33 5 100
6.8 225 15.30 872 057 23 15.6 9 0 0.33 EXE) oo
7 1.35 10 5.70 0.57 2.12 157 L 0 0.33 52 70
79 1.35 10.66 608 057 163 12.95 0 0 0.33 427 70
9.2 1.35 1242 7 0.57 1 9.8 0.76 7 0.33 3.23 a0
.8 1.35 13.23 754 057 0 0 1.35 13.23 0.33 7.54 0
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En la Figura 6.2 sc presentan los resultados obtenidos en el intervalo de tasas de

dilucion de 4.8 a 6.8 y su efecto sobre el crecimiento y la produccion de sulfatos.

3, . 120
QZSJ’ N 1 1005
2 2 - - 80 @,
38 15j i 60 B
£ 1 440 T
& 0.5 1 4 20 =

o . . A I

4 5 6

__ Tasasde Dnlucuon (d )
1—.——Sulfatos (gIL) ——— Protelna (mgIL) i

Figura 6.2. Efecto de la tasa dc dilucién de 4.8 a 6.8 d' ¢n la oxidacién de tiosulfato, en
concentracion de 2.25 g/L.. sobre ¢l crecimicento del Thiohucillus sp.

En la figura 6.2, se presentan los resultados obtenidos en las tasas de dilucion entre 4.8
v 6.8 d”'. Como se indicoé anteriormente la concentracion de tiosulfato se disminuyo de 4.5
a 2.25 w/L. Esto con la finalidad de no limitar el oxigeno en el medio por las altas tasas de
dilucion y por lo tanto del incremento de las cargas de Sustraloj lo cual:favoreceria la
formacion de azufre clemental como se ha reportado cn la’ bibliografia (Buism;xn y col.,

1990, Alcantara y col., 2003).

Se pucde observar que en este mxcwalo de D, nucvamen

tiosulfato es ‘de 15.30 g/L d con’una’ car&,a de <ulfalos de' 15. 6 g/L d. En cuanto a el
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crecimiento en este intervalo de tasas de dilucion se observo un promedio de proteina de

100 my/L..

Por ultimo se evaluaron tasas de diluc ¢ nln. 7 4a9, 8 d i con uempos de rcs:dcnc:a

de 4 a 2 horas. En esta qu{pg. la éoht::cnlrﬁc c'm _dc u a de 2 25 a: l 35

w/L con el fin.de evitar uhhvlimitac n por‘ oxigcri en el sistema.’ Sc de:ermmo tanto la:

produccion’de sulfatos com cl creclmlcnto mncrob:ano Los resultados se presentan en la

Figura 6.3.

Enla F:gura cuada se ob<erva que en las tasas de dilucionde 7.4 y 7.9 xoda ia carga de
tiosulfato ﬁ:e 0x1dada a sul!‘atos presentando  valores de 15.71 y~ 12.95° g/L d
rcspcctivanlénlc.‘ El,fqi’écimiémo obtenido fue en ambos casos de 70 mg/L.. Al seguir
incrementando’ la’ Da 92 se observa que el sistema comenzé a disminuirrla' "‘érﬁcic‘m‘:ia‘ de
oxidacién. Es decir no todo el sustrato fue oxidado y parte del mismo‘ﬂ{t‘:“détcicytgqb en el

efluente (0.76.p/L). - -De este modo la carga de sulfato detectada fy '

tiosulfato - 7. g/L.-"d. Es decir que la conversion fue del 40 %. Fihgxlmcntc.r un’ posterior

incremento del valor de D de 9.2 a 9.8 d” el sistema no fue capaz:de oxidar al sustrato

entrando en. condiciones de lavado del reactor. Es decir.todo el tiosulfato”de entrada se
encontré en el efluente y el crecimiento microbiano dclerminado fue cero.. Esto indicd que

la velocidad de salida del sustrato es mayor que la del crccxmlcm del:microorganismo, lo

que provoca la completa eliminacion del mlcroorgamsmo en el qulmlosta!o De acuerdo a

la bibliografia por lo tanto se tiene una pmax= 0.4 h™! - Este resultado es comparado con los

resultados reportados por Steffes (1996) para ccpas puras dc I'hlabacdus sp., con una

umax= 0.31h" y al Thiobacillus politanus con pmax=0 33k
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Figura 6.3 Efecto de la tasa de dilucion de 7.4 2 9.8 'd”' en la oxidacion de tiosulfato, en
cancentraciéon de 2.25 g/L., sobre el crecimiento del Thiobacillus sp..
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UTILIZANDO

oxndacmn dc uosul to y <ulfuro de sodlo nr un periodo de opcraclon de 90 dias. En este

cultivo se evaluaron dlfercmes tasas de d:luc m sustr o osulfato y/o sulfuro.

En unn pnmcra ctapa se utilizé al uosulfato dc S0 o como umca fuente de energia (—a)

con una concentracién de 2.25 ¢/l y una laea de dllucnon de 0 37 d (18 dias de culuvo)

Postcriormente se aumentd la concemrncnon del sustrmo (, - ) a 4. 5 yL con unn D= 0 45

d''(41 dias de cultiva). En ambos casos. el tlosulfalo fqe oxid 'ﬁn cpm: . " “a sulfato

en un régimen estacionario.

A continuacion se utilizaron dos sustratos (—-vc) como fueme de cncrgm, llosulfato y

culuvo) Las

oxidacion completa de los sustratos a sull‘ato. ST,

Por ultimo se uso como Gnica fueme dc encrgxa al

cultivo, con tasa de diluciéon de 0.76 d‘ . El sulﬁxro fue oxi do complctamcnte a sulfato

observandose una produccnon de sulfnto de 2. 33 g/l. que corresponde al valo wpemdo de

acucrdo a la estequiometria de la reaccxon
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Figura 7. Crecimiento y produccion de sulfatos en quimiostato del 7hiobacillus sp., cn la
oxidacion biologica de tiosuifato de sodio y sulfuro de sodio, ambos en medios separados.
(— b) cambio de concentracion de 5 a 10 g/L.. (=~ ¢c) ulili;acibn de ambos sustratos en
concentracion de 5y 8 g/L, rcspeqlivam,chtc.' (—; d) sulfuro de sodio ﬁoino anic§ sustrato en

concentracion dc 0 g/L, (—"1 a 4) cambio de tasas dc dilucién de 0.37 2 0.76 dr.

En la Tabla Sy l‘n&,ura 7. I se mucslran cl er imiento del Yhiobacill sp. ‘en diferentes

tasas de dllumon uullzando como fuente de cncrgla al tiosulfato, tiosulfato mas sulfuro y

sulfuro. Eslo ‘con Ia fnalldnd dc evaluar la capamdad del mlcroorgamsmo de utilizar como

unica fuente de' energla al sulfuro y de esta mancra demostrar que Ia fuente de cnergia que
se puede uullzar es mdlstlma Para cllo se establecio un estado estacionario con una D=0.37
y 0.45 d°, empleando nosult‘ato como fuente de energia, con una carga de 0.83 y 2 g/L. d
rcspcctnvameqte. La concentracion de tiosulfato en las anteriores tasas de dilucién son 2.25
y 4.5 g/l ljgspéctivamcnw. Posteriormente se adiciond - sulfuro de sodio, en una
concentracién‘ de 0.53 g/L, en un medio separado, con tasas de dilucion de 0,42 y 0.85 d™'.

La carga de tiosulfato fue de 0.26 y 1.08 g,/L d respectivamente. Finalmente se evalué al

74 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




sulfuro como unica tiente de energia con D= 0.76 d™' y una carga de sulfuro de 0.50 ¢/l d .
Los rcsullado‘s son los sigu‘icn\cs: ‘

En la Tabla 5, sc¢ observa que en todas fas tasas de’ dilucion ¢vnlgla<jns la fuente de
cnergia es completamente utilizada. Por lo tanto se obxicncﬁ vaiorcs de sulfato s:n\ilnres a
la estequiometria de oxidacion de tiosulfato y sulfuro. 7 ‘

Con tiosulfato como sustrato las tasas de dilucion evaluadas fueron de 0.37'3 0.45 d”', que
correspondieron a cargas de 0.83 a 2 g/L. d de tiosulfato. Como se observa todo el tiosulfato
se oxido a sulfato por lo tanto se obtuvicron cargas de 1.37 y 3 g/L d, respecctivamente. Y

con un crecimiento en las anteriores tasas de 110y 190 mg/L.

. 8 4 a 200
74 o
6 150 o
=
§- 5 2
8 a A & 100
&) I3
£ 5 3
= ¥ 3
@ 2 -{ o L s0 B
1 1 a
T U RS Y .Y
0.3 os 07 o9
Tasa de dilucion d-1
L jo soa-z‘ ‘aFioteina |

Figura 7.1. Estados estacionarios de diferentes tasas de dilucion, en la produccion de
sulfatos y crecimiento del 77riobacilius sp.

A contmuaclon se utlhmron como “sustrato al uosulfato ¥ sulfuro en conccmracxones de

.12 y 0.53 g/L respccnvamentc. La tasa de dllucnon utlhzada fue dc 0.42 d''. De esta

manera la carga de hosulﬁno corrcspondlo a0, "6 g/L d, m:cntras quc la'de sulfuro fue de
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0.22 WL d. El cullivo en estado estacionario fue capaz'dc oxidur cmnplcn‘nénlc ambos
sustratos obteniendo una carga de sulfato de 1.92 g/LL d. con un crecimiento de 70 mg/L..
PPara esta carga de sulfuro no se observo.un- efecto. negativo ‘del compuesto sobre el
crecimiento del microorganismo ﬁi sob;;: sﬁ'aclibvidﬂ-d's‘uiibxidantc. Como sc ha reportado
el sulfuro pucde prcscntar un efccto toxlco sobre los mlcroorgamsmos como se presenta
mas adelante en la figura 9 y. Io rcponado en la blbllobraﬁa (Alcantara y col., 2003).
Posteriormente se evalud una segunda condxclon de cultlvo dondc se.incremento la carga de
tiosulfato y - se¢ mantuvo la de - sulfuro. Los rcsuhgdos muestran - la - conversion
estequiométrica de tiosulfato y sulfuro-a.sulfato, como era ac esperarse ya que el tiosulfato
no es un compuesto toxico para los microorganisxnos. En esta condicidn sec tiene una carga
de tiosulfato de 1.08 g/L. d, y una carga de sulfuro de 0.45 g/L d, el cual el microorganismo
al oxidar estos sustratos s¢ obtuvo una carga de suifatos de 3.4 g/IL d y un crecimiento de
110 mg/L..

Tabla 5. Balance de azufre en estado _continuo de I" iobacillus sp utili
concentraciones de tiosulfato y/o sulfuro. i s

do .diferentes

D S0 QS0 §T Qs QS Qs Prot.
at i g/ld g/l wld piid- g/id - mg/L

c < (3 < c < s S
037 225 0.83 o 0 047 [} 04s- 110
04s 45 2 o 0. 144 ) ‘1 190
042 1.2 026, 053 022,048 - o 0.63 " 70
0.85 2.25 1.08 . 0.53 7045 1.537 K 1.12 " 110
0.76 o 0 1066 05070502 177 o 0.58 30
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Posteriormente se utilizd como tinica fuente de energia al sullfuro. La concentracion en
el medio fue de 0.66 w/L. La tasa de dilucion utilizada fue de 0.76 d' y la carga de sulfuro
de 0.50 Q,/L d. Como se observa en la tabla S y:la Figura 7.1 después de alcanzar el estado
estacionario, esta carga de sulfuro no ;uvp un cfecto negativo sobre el cultivo continuo.
Todo el sulfuro se oxidado a sulfato dando una carga de 1.77 g/L d y el crecimiento

producido fue en concentracion de 30 mg/L.
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6.6 RENDIMAENTO DEL CRECIMIENTO Y EFICIENCIA OXIDATIVA DE LA

CEPA Thiohacillus sp.

En la tabla 6 y 7 se presenta el crecimiento (Yy, g/L), rendimiento en crecimiento (Y,
g proteina/ g tiosulfato y sulfuro) y eficiencia de oxidacion (QSO4/Y. ' g sulfato/ g proteina
d) del cultivo en quimiostato de la cepa de Thiobacillus sp. -

En relacién ‘a la eficiencia especifica de oxidacion mcdxda como, Ia produccuon de

sulfato por gramo de proteina se puede observar que al i lncr me ar'las xzmas dc dllucxon se

incrementa la eficicncia oxidativa. Esto es que. al mcrementar la carga de tlosultmo se

incrementa proporcionalmente la produccion de sulfa(o Por ejemplo auna D=0.12d" hay

completamente la carga de sustruto de en(rada La eﬁcxencna oxtdanva fue de 230 g sulfato/
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© proteina d para una D= 9.2 d°', mientras que para u'na‘ D=7.94d" fue de¢ 255.-5 g sulfato/ g

proteina d,

Cuando se utilizé al tiosulfato y/o sulfuro ‘como fuentes' de energia (Tﬁbl5'7)_'sc puede

observar que las eficiencias. de oxidacion  también incrementa on'la carga: de” sustrato.

cficiencias de oxidacion.

En cuanto a los rendimiéntds'

Thiohacillus tepidarius 11 & bio a -molS;052 y ‘;IZ:ic‘)b}xéillu.sj du(lilrl]icéll.v’ 147 g

biomasa/ molS:0,7%.

proteina/ g $:0;7 da un rcndxmtcmo promcdlo lgual a 9

lote con tiosulfato dondc s¢ obtuvo un rendlmlcnto dc 9 12- g bi > 7 mbl~SzOJ' . Los

resultados como se observa son comparables con lo reportado en la literatura.. -
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‘Tabla 6. Rendimiento del crecimiento y cficiencia oxidativa de la cepa de - 7/iobacillus sp.

D QS,0.7 PSO° V. You Y.. P*D(QS0.7) - Y,*D - *QSO,7Y,
4 ) (L) (L) (S (- L wiLd U@L (g sulfatos/
g S:0:) mol S,0;) T i )
012 054 7.70 020  0.044 9.85 L0020 a62
03 135 7.57 020  0.044 o8s - 2.27 : "n.':‘;_s
07 315 7.62 0.19  0.042 0.40 533 28.07
1.5 676 7.70 0.21 0.046 10.30 ; n;;s‘f 032 '$5.00
22 992 7.69 0.19 0.042 9.40 1692 042 . 89.09
25 1127 7.70 020  0.044 9.85 C92s 6.,5'0 96.25
32 1443 7.50 0.21 0.046 10.30 : 24._905; ;'05'57‘ St
38 17.13 7.65 0.19  0.042 940 . 2007 S o720 is3.00
4.5 2030 7.60 020  0.044 . 985 . 134,30, ‘,.:"k,o;go 171.00
48 1080 3.78 0.10  0.044 985 7 784 T 048 . 18144
52 11.70 3.70 0.1t 0.048 1075   19".:24 o570 17491
6 1361 380 010  0.044 9.85 .55 22:80 " 0.57 '240.00
6.8 1530 3.79 0.10 0.044 Cogs Tasg7 '.6.‘67 [ 262.98
7.4 1000 2.12 0.07  0.051 1114'7_'“ 1569 - 048 24135
7.9 1066 2.20 007  0.051 114z 1738 054 255.59
92 1242 1.00 0.04 0.03 6.72 920 037~ 230.00
9.8 13.23 0.00 0.00 0.00 '.0.00 72000 0000 Vo;oo

*eficiencia oxidativa
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6.7 RENDIMIENTO DEL CRECIMIENTO Y. EFICIENCIA OXIDATIVA DEL
Thiobacillus sp. CON TIOSULFATO Y/O SULFURO.

En la tabla 7 - se presenta’ el cn.cmm,nm (Yx /L), rendi > én crecimiento (Yx/-.SA

proteina/g sustrato) y ademas dl- la chcu.ncm oxidativa (P*D/Y g sull’alos/ 8 protema d),
de 7hiobacillus sp.. Se puede obscrvar ¢n todos los casos la eficiencia oxidativa, teniendo
una mayor eficiencia en D= 0.76 d"'. Esto sucede al ir incrcmeﬁlando ‘la'lasa ,clré‘cl‘ilucién.
Al usar como tinica fuente de energia a ¢l tiosulfmt; con tasa de diluq:én de (‘);.37 v 0.4s,

todo el sustrato ¢s oxidado completamente, en donde la eficiencia oxidmiva es de 12‘48 vy

18 g sulfato/ g protecina d, respectivamente. Al seguir mcrcmcnlando la t. ’sa de dnluclon a

0.42, utilizando como fuente de cnergia al tiosulfato y sulfuro en conccmra on dc l l"

0.53 g/L.. En cstas condiciones la eficiencia oxidativa de ambos sustra(os ,csA2 sulfagos/

aumento en la concentracion del tiosulfato, el cual junto con cl sulf‘uro o omdados por el

microorganismo completamente.
Finalmente al tener solo como Gnica fuente de energia-al sull'uro cn.concentracion de

0.66 g/L., la eficiencia oxidativa fuec de 50.16 g sulfatos/. g protcma d. En donde el sulfuro

es oxidado completamente a sulfato. Consldcrando quc la omasa comu:nc el 50 % de

nitréogeno los gramos de biomasa en las d:sumas xasas de d ucton fueron: para iasas de

dilucion de 0.37 y 0.45 da un rendimiento xgual a 10 95 y 9 46 J:3 ; bic / moi tiosulfato.
respectivamente. Mientras que en la ultima tasa de dllucmn usando solo sulfuro, ademas

de tener una buena cficiencia oxidativa, el rendimiento fue de 3.2 g biomasa/ mol sulfuro.
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Al hacer la. comparacion de ambos cultivos en-quimiostato en diferentes condiciones
ya senaladas cn las descripciones’ anteriores; se aprecia “un -mayor rendimiento con

tiosulfato el cual es similar al rendimiento obtenido en cultivo en lote.
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Tablz 7. Rendimiento del crecimiento y cficiencia oxidativa del Thiobacillus sp. con tiosulfato y/o sulfuro de sodio.

D Qsustrato  PSO.* Yx Yus Yu's PD(QSO)  Yx*D *QS0,*I Yx

¢t gld gL gL gproteinafgsustrato gbiomasaimolsustrato g/l d mg/td g sulfatos/ g proteina d
0.37 0.83 in 0.11 0.05 0.00 10.95 137 0.041 1248
045 2 X 0.19 004 000 9.48 342 0.086 18.00
042 026 35 007 ND ND ND 147 0.029 21.00
085 108 54 011 ND ND ND 4.59 0.094 4.7
0.78 0 1.98 0.03 0.00 0.05 32 1.50 0023 50.16

ND=

NIDIHO 20 VTV

NOD SISAL |
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6.8 VEI ‘OCII)AD I)l-’ O\II)I\CION DEL. 'l‘lunbllulln\ sp. M I"I)IAN'I E ESTUDIOS

DE RL&I'IROI\I I-:'l RI:\

resplrometna. En Ias ﬁ_.,uras 8 y los resultados oblcmdos a una temperatura

{30°C) ¥y pH (6 5) La blomasa uuhzada se obtu o dcl reactor cn estudlo bajo condiciones

de estado Lstacmnano. Para el n_;ustc de los dato de las vel ldadqs de oxidacion se utilizé
la ecuacién . de Monod para (iosqlfu(o -y dei:Han y‘ chenspiel para sulfuro. Las
concentraciones evaluadas fueron: » =

Tiosulfato: 0, 1,2.5, 5, 10, 15, 20, 30; 4:0‘mM

Sulfure: 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.75,

eslequiorﬁetﬁ 'de 1a r cclon (52032' +2 Oz + HzO — 2H2:SO0.4) se tiene que este valor

equivale a l40 mg 5303"/3 protema min. Por otra parte la Km para el tiosulfato fue de 5

mM.
La velocida;l'de oxidacion para tiosulfato es comparable a los reportados en la literatura
para ccpas'pny:ras de Thiobacillus. Jordan er al. (1995) reportaron para bacterias capaces de

crecer en un amplio intervalo de compuestos reducidos de azufre, valores de velocidad
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maxima de las cepas aisladas KLl y KS2 de 155.79 y 97.32 mg S$:0:77 g proteina min.
respectivamente. En cambio estas bacterins mostraron una alta afinidad por el sustrato
reportando valores de Km de 6.3 1M para KL.1 y 8.6 UM para KS2. Un valor de vetocidad
maxima similar fuc reportado por Befta ¢z al. (1991) en ;lllﬂ ccpa de Thiobacillus tepidarius
siendo el valor de Vmax para tiosulfato de 156.8 mg S203%7 g brol#ina min.: Por su parte
Visser ef al. (1997) reportaron valores de Km de 0.1 mM para Thi()hqbillu.s‘ Iupidariu.v v

1.0 mM para Thiobacillus ncapolitanus.

l

Velocidad de oxidacién

20 30 40 50
Tiosufalto (mM)

Figura 8. Velocidades de Oxidacion de tiosulfato por la cepa TTriobacillus sp.

En la figura 9 se presentan las velocidades - de oxidacién utilizando diferentes

concentraciones de sulfuro. Los datos fueron ajustados dc acuerdo .al modelo de Han y

Levenspiel que a dlfcrencm dcl ajuste por I ion d Monod este considera un factor

de mh:blcnon Los rcsultados mdlcan que al incrementar: Ia concentrac:on de 0a0.5mM,la

velocidad maxnma de ox:daclon “de forma exponencial. En

concentraciones postenorcs a 0 5 mM‘ a ‘act ida ’s’ulbfoxidamc de Thiobacillus sp. empezo
a disminuir lo que indicad un f‘enomcno de inhibicién por toxicidad. La Vmax. fuc de 20.98

mg O/g proteina min. lo que equivale a 10.49 mg S?/g protecina min., dec acuerdo a la
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estequiometria de reaccion (HzS + 20; — Hi804). La Km fue de 0.3 mM. que representa la
afinidad del microorganismo por ¢l sustrato limitante.

wdac:én 'del ‘sulh.iro son

En trabajos reportados en la literatura, las velocidades ‘de

1999). También  ha sido reportado la maxima actlvxdad cspemﬁca para la oxidacion por

Thiobacillus ¢Ieullrl_/'cml\ cncommndo vclomdadcs maximas de oxld n condlcloncs

aerobicas de 23.7 mg HS™ /g proteina min., mientras que en condnc:ones anaeroblcas fue de

8.6 HS/g proteina min. (Mc Comas y col., 2001).
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Figura 9. Velocidad de oxidacién de sulfuro por la cepa 7hiobacillus sp.
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6.9 EFECTO DE 1LOS INHIBIRORES EN LA OXIDACION CON TIOSULFATO Y

SULFURO.

El uso de inhibidores de la cadena respiratoria ha sido ampliamente utilizado para el
estudio de las rutas de oxidacion de los compuestos reducidos de azufre, La existencia de
vias alternas de transporte de clectrones en los sistemas respiratorios se puede deducir a
partir de la accion diferencial de inhibidores. La inhibicion casi total y monofés}ca"del
inhibidor, al incrementar su concentracién. indica que a ese nivel solo hay un camir_io 'para
¢l flujo de electrones. En tanto que una inhibicion parcial o bifasica indica qucvén cs‘e px;nlo
existe un camino alternativo poco sensible al inhibidor respiratorio (Flcrés;ﬁncarﬁpcién'y
col., 1999; Aleem, 1987). Existen inhibidores que bloquean el tmnspbné’él‘éc‘l}ér{i‘cb entre
NADH y la ubiquinona: la rotenona, el amital 'y la piericidina, Ios”'cﬁn;lcs,pbsibleménle
actian sobre la NADH-deshidrogenasa. Otro inhibi&of c‘al’;actcﬁsrti»t':“o;es la éclirﬁicina A,
que bloquea el transporte de clectrones entre el citocromo b y el cil‘o'ciror'ﬁo ¢. Una tercera
clase dec inhibidores bloquea el trasporte clcctrénﬁco desde - el ' citocromo aa; hacia el
oxigeno. en este grupo s¢ encuentra el cianuro, ci sqlfqrd de hidrégeno y el monéxido de
carbono (Lehninger, 1983; Mandigan 'y col., 1998).5 Sé ha'réponado que el cianuro actiia
inhibiendo a la citocromo oxidasa (Alcem, 1987' Lehmnp_.,cr y col.. 1993).

En el estudio del efecto de los mhxbldores sobrc la. oxldacxoncs utilizaron los siguientes

compucstos: N-etllmalexmlda (NEM) 'y, lanuroA de sod:o (NaCN) El primero es inhibidor

transporte dc electrones.

Las concentraciones evaluadas de cada inhibidor con tiosulfato (10mM) fueron:
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NEM: 0, 0.1,0.3.0.75,.1, 2 mM
Cianuro: 0. 0.025.0.05.0.075. 1..1,5.2, 5. 10 mM

Mientras que 'con‘sull‘uro (0 SmM).llas concentraciones de los inhibidores fueron:

NEM:. 0, 03 os 075 L15,2'mM:

Cianuro: 0, 0.05. 1, A5i2mM

Los resultados dela aluacx n. del cfeclo dc los mhnbldorcs para la omdacnon de

tiosulfato se prescnlan en la Flgurﬁ IO Sc’ puedc observar cn csta ﬁgurn quc utilizando
NEM en el intervalo de’'0.a'2’ mM. ta’ velocidad de oxidacion sclafeclo‘zo' %. Como se
indicéd ¢l NEM inhibe la actividad de las enzin‘ms con grupo sulfhi'drilo'con"lo la azufre
oxidasa y la ﬁosulf‘mo deshidrogenasa. Chan y Suzuki (1994) semval‘an quc el NEM tuvo un
efecto negativo en la oxidacidn de tiosulfato, micntras que'pam Thiobacillis sp WS (Visser
y col., l997j la actividad enzimatico de la tiosulfato deshidrogenasa no_se vio inhibida por
la presencia de NEM ni de cianuro.

En lo que respecta cl efecto del cianuro se observa (figura 10) que ‘en concentraciones
entre O y 0.025mM la disminucion de la velocidad de oxidacion fue'de un 8%. Mientras que
en conccmracioncs de 1.5 mM la actividad sulfoxidante ﬁ.lc completamente inhibida. Como
esta reportado en la literatura el cianuro inhibe cl transporte de clectrones a nivel de
citocromo c. En este sentido los resultados muestran que la incorporacién de los clectrones

generados por la oxidacion de los sustratos se incorporan’a nivel de cadena respiratoria y

que este paso de acucrdo a la fisiologia de estos microorganismos es determi: para la

generacion de energia tanto para el crecimiento como para la fijacion de CO;.
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Figura 10. Efecto del NEM y Cianuro, sobre la actividad sulfoxidante de la cepa

Thiobacillus sp., con tiosulfato como fuente de encrgia.

Por otra parte en las ﬁgum 1 l se presenta el efecto del uso del NEM sobre la oxidacion

del sulfuro. Se obscrva que_ ,concemraclones entre 0 y 2 mM la velocidad de oxidacién

disminuyo en un.] 1%. Este comportamlemo es similar ai observado con tiosulfato de sodio.
Por lo que puede concluirse que el NEM inhibe tanto a la enzima sulfuro oxidasa como a la
tiosuifato oxidasa y que ambas conticnen grupos sulfhidrilo en su estructura. Se puede

suponer que en concentraciones mayores dei inhibidor deteng; compl la

oxidacion de los compuestos azufrados.
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Figura 11. Efecto del NEM y Cianuro sobre la actividad sulfoxidantec de la cepa

Thiobacillus sp., con sulfuro como fuente dec energia.

velocidad ‘de oxidacion.en u

a 1 mM: se comienza a minuir la velocidad de oxidacion. Al seguir incrementando la

concentracion -en el “intervalo de 1.5 y 2 mM, la actividad enzimatica se afectéd

completamente. Al igual que en el caso del tiosulfato, probabl el transporte de
clectrones a nivel de citocromo c sc inhibio impidiendo la incorporacion de clectrones

generados por la oxidacion del compuesto.
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©

- CONCLUSIONES .

Este n11croor5anxan10 PDI‘ Sus caracter ucas de crccmucnlo es uﬂ qumnoau!olrofo

Es decir. que | un

lueme de carbon

‘sumllar a- Halmluobac:llus

se ha reponado para dlferemcs espccncs de thlobaCIlll (Steﬂ'es y col., 1998).

En cuanto a rendlmlcnto se obtuvo, para sulfato y sulfuro, un promedio igual a

93 g blomasa/ mol S;OJ'2 para el sulfuro 3.... 2 biomasa/ mol $2, lo que coincide

en lo reportado en la bibliografia.
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7.

Ll 7hiobacillus sp. presenta una. vclocndad maxima(Vmax) de omdncnon de 80 mg

Oaz/g proteina min., quc t.qmvalc a 140 nu, SzO;'Z/L, protem.: min. La Km para el

tlosulfﬂlo l‘uc de 5 mM M:cmr quc pnra sulfuro la Vmax de 20.98 mg Oz/g

proluna .min,. que es’ lbual a:lo 49 m S’zl bprotema mln ‘esto ' de acuerdo a la

csthulometna de, la reaccl niLa Km fue dé 0 30 mM

Al evaluar el efecto ylnhlbnono de N-ettlmalclmldn(NLM) y clanuro de

sodio(NaCN), se observo lo sng,uteme

7.1 En elicaso del NEM con. tiosulfato y. sulfuro, se afectdoen un 20% y 11%

7.2 Con respecto al cianuro en concentraciones de 1. 5 y2 2 mM la activi da

respectivamente, la velocidad de oxidacion. Por lo que se puede inferir que afectd la

actividad de las enzima responsable de la oxidacion.

ulfoxidamc

fuc completamente inhibida en los dos sustratos, m(mcndo quc el’ anuro mhlbe et

transporte de electrones a nivel de citocromo c. Pudxendo dcduclr asi, quc Ia cadcna

respiratoria €s un paso limitante en el crecimiento celular dc estos mncroorgnmsmos,
ya que:es el unico ‘'sitio’ de -generacion. de “cnergia dc crcc:mlcmo y fJaclon de

carbono.
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