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IU~SlJ~tt:N 

Dentro de los contaminantes de á1nbito 1nundiat. Jos co111pucstos azufrados tienen gran 
relevancia debido al impacto an1bicntal adverso que provocan en la naturaleza. Entre los 
compuestos de azufre de tnayor importancia que se emiten a Ja atmósfCra se encuentran 
S02 • s2 0.1·2 

.. H2S. CS2 y los compuestos vol8tilcs del azufre. Su emisión al a1nbicntc está 
asociado a: la lluvia ácida .. fenómenos de corrosión. rnal olor y daños a la salud debido a la 
toxicidad de algunos compuestos. En In actualidad el cnfbque para resolver problemas de 
contan1inación se ha modificado y Jos procesos fisicoquimicos en uso. empiezan a tener un 
complemento y alternativa en los procesos biotccnológicos. particulannentc en las 
concentraciones de contaminantes. en donde cn1piezan a tener cada vez n1ayor intcrCs y con 
resultados exitosos. 

La finalidad del presente trabajo consistió en detern1inar parámetros cinéticos de 
crecimiento y oxidación de una cepa pura de 171iohucil/11 ... · sp. Esto con el fin de aponar 
inforntación básica sobre su actividad sulfoxidante. Para ello se implementaron dos 
sistemas donde la cepa se creció en cultivo continuo. Se lograron establecer los estados 
estacionarios de los sistemas a panir de los cuales se determinaron la velocidad méixima de 
crecimiento asi con10 los rendimientos de crecimiento y eficiencias de oxidación. Por otro 
lado el trabajo fue complementado con estudios de respiron1etria donde se dctenninaron las 
velocidades de oxidación y Ja afinidad por los sustratos. así con10 el efecto de inhibidores 
de Ja oxidación 

En el cultivo continuo utilizando como sustrato al tiosulfato .. se observó que la cepa de 
1111ohac1//11.•; sp en tasas de dilución entre O. 12 y 7. 9 d"1 

.. todo el tiosult8.to se oxidó 
completamente a sulfato~ mientras que en una O= 9.2 el microorganismo sólo transformó el 
40~,.,º del sustrato a sulfato. Finalmente a una D= 9.8 el sistema entró en condiciones de 
lavado por lo que el tiosulfato no fue oxidado. De este modo la tasa. de dilución critica fue 
de 9.8 d" 1 y la µma:<. fue de 0-4 h" 1

• En lo que respecta a las eficiencias de oxidación se 
observó que en el intervalo de D entre O. 12 y 7. 9,. la eficiencia oxidativa se incrementó 
proporcionalmente al aumentar la tasa de dilución. Mientras que en una D de 9.2 la 
eficiencia oxidativa disminuyó (230g sustrato/g proteína d) con respecto al valor de O= 7.9 
(255.59 g sustrato/g proteína d). Al utili7..ar tiosulfato y/o sulfuro igualmente se incrementó 
la eficiencia oxidativa al incrementar la D. El rendimiento de crecimiento promedio 
obtenido para tiosulfato Cue de 9.3 g biomasal mol S 20J-2 y para sulfuro fue de 3.2 g 
biomasa/ mol s·¿:- La velocidad maxima de oxidación con tiosulfato fue de 140 mg S 2 0-'"2/g 
proteina n1in. con una Km de 5 mM_ Mientras que con sulfuro se obtuvo una velocidad 
máxima de 10.49 mg s·21g proteína min. y una Km de 0.3 mM. Finalmente los resultados 
del efecto de los inhibidores en la oxidación con tiosulfato y sulfuro mostraron que en el 
caso del NEM .. la velocidad de oxidación disminuyó en un 200/o para tiosulfato y 1 lo/o para 
sulfuro. En el caso del Cianuro de sodio(NaCN) la actividad sulfoxidante Cuc inhibida 
completamente en ambos sustratos en concentraciones de entre 1.5 y 2 mM. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

El azufre existe naturalmente en la tierra y la atmósfCra. Sin embargo .. el incremento de 

la actividad industñal_intcffl,Cre en el ciclo natural del azufre provocando desbalances tanto 

en este ciclo:-conlo·:cn .. eÍ -dCI carb'on~~ ~it~ógeno y metales pesados. MUcti~s ef~ctos 

adversos de 1~ -· cont~nlinaciÓn -por .. 8.zufre de fuentes antropogénicas se han rcponado: la 

lluvia ácida. -~31 ,;~;~~J·~~'. ~~~~~-S·j-ón .. de acero y concreto y movilidad de metales pesados de 
. '.·,;.-,. ,::· :·:, ~-: ;: ·-' 

Jos sedimcnt-;>S:y"l_Ós m!~c-~~JCs.cxpucStos-al aire por las actividades de ntineria. 

Estos cj~'~P~~~ · mu'~s·t-~n que la contaminación por azufre se encuentra en todos los 

companimc~t[;s:ambientales: aguas naturales y aguas residuales., la atmósfera. desperdicios 

sólidos., sucios-y-Sedimentos. 

Además de su imponancia en la contaminación del medio ambiente y bioremcdiación., 

el ciclo del azufre es también importante desde. e~ punto de vista más básico y científico. 

Las conversiones de azufre incluye el metabolisino de varios grupos específicos diferentes 

de la bactcñas especializadas que usan esÍos compuestos de azufre (ejemplo: bacterias 
' --... .-. 

sulfato reductoras, bacteña incoloras::~-~---~rr~~ 171iohaciÚus). Estas bacterias se usan 

frecuentemente en la investigación frontal y para el desarrollo de nuevas técnicas analíticas. 

El objetivo del presente trabajo es estudiar las características de crecimiento y los 

panimctros cinéticos de oxidación de una cepa pura sulfoxidantc. Este microorganismo fue 

aislado por el grupo de investigadores donde se desarrollara este trabajo de investigación, y 

su identificación, de acuerdo al análisis completo del RNA ( 16s). mostró una similitud con 

un Halothiobacill11s 11eapo/i1a1111s en un 97% y 171iobacil/11s sp. W5 en un 94%. 

El trabajo aportará datos de importancia para el desarrollo de procesos biotccnológicos .. 

para solucionar los problemas ambientales antes mencionados: se podrá determinar 
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rendimientos de crecimiento. la velocidad de crecin:-iicnto. la .velocidad de oxidación .. y se 

podrá comparar con los datos que se ha~ , reportado pOí e·1 s.:Upo para. consorcios 

sulfoxidantes. 
'._.-.~'· ··-· .. ·::' .. ,·_.<-.. >··.,_.,.··~·~ .- . ~. 

Es claro que In presente investig~-~ión ::qued~'"·e~~ar~d~\~Cn·. 10;;-.e~tudios .'b~sicos ·que se 
. ' ·- - . '"· - -~--. ·-· .. .,___ .• , .. -. . ' - • ·!~. >.-.o-

desarrollan actualmente en el labora~O-:i<?: 'juÍltc:> '.·cor( OifOS · tC~aS··-. de:, in.v_ésligaCión ·:como· la 

aplicación de herramientas de b~ol._osi~·~~~l~~l.~r.~n ~~-:~¡~~O ·~~ci-~org,~~iS~~.de "estudio~ 

l. EL CICLO DE AZUFRE. 

El azufre se '~ncUentra en .1~ naturaleza en 'diferentes· .. estado~ de ox-idación,. por-lo tanto 

fom1ando diferentes ~nlpuC:st~~·quc ,se i~~cr~~b¡~--~~-r~-;roc~·~~s:~~í~~-é:os o b·iotógicos 

de oxidación-reducción,. co~~Í¡~~~~O~-~- ,~n. ci~I~ d~~~~·¡:~~do·:~~-ici~. ~i~~~~q~imi~o del azufre 
~--·'-~·- ' -- . ::· . . 

(Takasuwa... t 992;· RobertSon' Y. KUenCn ... t ?~.1 )~-u.:.~·· éan~id8d :~e .. RZufre~-- en todas sus fonnas 

tanto de fuenl~ ~tu~I~~ como añi~~~;iéni~l~~~~~~'.::~l~,~~~~ciilran en Ja naturaleza 

(Mackenzie. 1995). 

Debido a Ja variedíJ:d 

complrjas. En la figura 

biológicas que corresporide~' 'al ,~',cié:J~-~ b~~IÓ~·~··.,~'d~Í:: .~fre. · Í::n este ciclo,. aunque son 

posibles varios estados de oxida~~Ó-~·~·~r·~·:··~e·._-~¡J~S-':~ti~~~~·, por su estabilidad,. una mayor 

importancia en la naturaleza: ~2 (sullhi~rÍl~, ll-~if' ; ~~iflJro HS"). O (azufre elemental. Sº) y 

+6 (sulfato). 
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e Compuestos )- Proceso de 
Aslm~lnclón orgftnh:ns azufrados ~lnernUznclón 

reduccf6n de 
sulhtto 

(sulfato ) Oesaslmltación reducción de sulfato '"" 

Oxidación blo16glca con Oz o NOj ~~~--

O>cldnclón 
blo16glca 

es 

Azufre 

Figura 1. Ciclo biológico de azufre 

Asimismo. en el ciclo se pueden distinguir dos etapas de acuerdo al tipo de reacciones 

de oxido-rcducCión Que intervienen en el mismo: 

1) Una Etapa Rcductiva. 

2) Una Etapa ~xid~!iva. 

bioquímicas dc"rcdU~Ción_d_C Jos.cOinpUestos.de azufre inorgánicos:· la reducción asin1ilativa 

y la reducciÓ.n: á~imit~~-¡~~~: ~ :-~ri~era la presentan tanto cucariOtes como procariotes y 

en ésta, el sulf~,~~·:·r~uc~~-~-~-~-~~~-~~ (H2S) para la biosíntesis de compuestos que contienen 

azufre ne~~-~-:~~.':'.~.- crecimiento celular. La reducción desasimilativa la presentan 

principalmente ··los procañotes y en ella el sulfato es reducido a sulfuro por 

microorganism~s sulfato reductores en condiciones anóxicas .. donde el sulfato es utilizado 

como accptor último de electrones. Esta reducción está acoplada con Ja oxidación de varios 

ácidos grasos. volátiles.. lactato y piruvato que generan ATP y poder reductor necesarios 

para el crecimiento celular. 
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2) ETAPA OXIDA-l'IVA. La segunda etapa del. ciclo constituyen· ias reacciones de 

oxidación de los con1puestos reducidos de azufre. De igual n1ancra.. esta etapa puede 

dividirse en dos: las reacciones de oxidación en condiciones anaerobias efectuados por 

microorganismos fotótrofos (Cork y_ col. 1983) y facultativos (Sublette. 1987) y la 

oxidación aerobia por microorganismos del género 111iohacil/11s (Alcántara y col. 1999; 

Kelly, 1990. 1982; Buisman y col. 1989). 

1.1 IMPORTANCIA DEL. CICL.0 DEL. AZUFRE V SU REL.ACION CON EL. 

1\1 EDIO AMBIENTE. 

La importancia del ciclo del azufre se inscribe en relación a los siguientes aspectos: 

1) Los seres vivos 

2) La industria (económico) 

3) La contaminación ambiental 

Los seres vivos necesitan del azufre para su metabolismo celular. ya que existen 

compuestos de la célula que contienen este elemento. Se ha encontrado que 1 % del peso de 

las bacteñas es azufre (Lee y col. 1995) y lo pueden incorporar por una reacción de 

reducción asimilativa del sulfato. 

Por su parte. la industria química tiene una gran demanda de azufre elemental para 

producir ácido sulfürico el cual es un importante producto para la síntesis de muchos 

compuestos orgánicos e inorgánicos. Steude1. 1996 señala que durante los últimos cinco 
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años Ja producción n1undial de éicido sulfúrico fue de entre J 33 y 152 millones de toneladas 

por año. 

El azufre elemental exccd~_de la producción anual_dc.34 millo.les de toneladas. Los dos . . . . - - . 
procesos básico~ ~-~--~'::'tCn_~!Ó_n_ dC ~~~~-~--ele~~~~º>~· ·;(pr~~-~O:_ Claus.· que_ convierte H2S de 

refinerías y de··~·~~la~; end.~i:Jd~-~~~--de_j~~ -C:~,~~Te ~l~ffi-~n~~ y el proceso Frasch que se 

utiliza para ext~~~-r. el -~f~~ de loS ·d~pÓSilo·s naiú~lcS. (S,te~del. 1996). 

El conoci~i~~~o ,~~·~j --~i~;-~' ~-~1 -~~i~···nO~ 'p~nnite ~~no~er los compuestos involucrados 
~ :: . - . -:· . . ' - . -

en proceso. ·q~i~iCo -. y/~ -~i_ol_ógico ·de· <>:?d_d~ci~rl-reducción del azufre. Y de esta manera 

poder cerrai:-_ IOs balances del azufre. 

Et deteri~~c,-::~~bien~iit .debido a: las emisiones antropogénicas de compuestos que 

contienen azufre .orgáilicO:· e inorgániCo provoca lluvia ácid~ toxicidad,. corrosión y mal olor 

,_•··_. _, ·_:_. . '.--. -

La lluvia ::·á~i.da · Cs-: u~a ·: pr~i~itaci~n -·acuosa que contiene en disolución . los ácidos 

sulfúrico y ~iíri~·-p_¡.Oduci·d-~~-pO;.· ta·'~mbinación de los óxido~·º de· ~fre (S~) y de 
·-. .-.-·.· .-

nitrógeno (NO:z) con._et -vapoi,.de agu~·de la atmósfera. Una lluvia se considera ácida si su 

pH es infeñc;~_ .. a-~:6; es~~~~ ~:~n~~-e~cia directa de los mecanismos de autolimpie.za de la 

atmósfera. E(~ii¿~ido~~C'~fr~- ~'. ~rigina por combustión de carbones y de petróleos o sus 

derivados en ~~tomó,:,¡les, centrales termoeléctricas.. calderas de calefacción, en la 

incineración de basura.. en· diversos procesos industriales como la obtención de papel y de 

cartón .. en la fabricación de ácido sulfürico .. cte. También puede originarse por oxidación 

del 1-hS originado por fuentes naturales e industriales. 

La lluvia ácida provoca la acidificación de las aguas de los ríos y lagos~ que las hace no 

potables. En el sucio origina una excesiva acidificación y un empobrecimiento en ciertos 

nutrientes. 
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La toxicidad del ácido sulfltidrico se presenta en la Tabla 1 y .donde se observa que a 

panir de 20 ppnt ya se requiere equipo de protección para su manejo. 

Tabla l. Niveles de Toxicidad del l·hS v su erecto en la salud 
Concentrnción de 

llzS 
1 ppm 
lOppm 
20 ppm 
100 ppm 

200 ppm 
500 ppm 

700 ppm 

Jansscn A .• ( 1996) 

Ef'ecto 
Mal olor (olor a huevo podrido) 
Máxima exposición permitida en áreas de trabajo por 8 h 
Se requiere equipo de protección. 
Puede causar dolor de cabeza y nausea.. pérdida del sentido del 
olfato de 2-15 min. 
Rápida pérdida del sentido del olfato .. ardor de ojos y tráquea. 
Pérdida de equilibrio y de razonamiento .. insuficiencia respiratoria 
en 200 mio. 
Jnconciencia inmediata. sin un tratamiento adecuado paro 
respiratorio y muerte. 

1.2 F..JEMPLOS ESPECIFICOS DE CONTAMINACIÓN CON COMPUESTOS 

DE AZUFRE. 

Entre los compuestos de ~frc de mayor imponancia que se emiten a la atmósfera se 

encuentran el SO:z .. el S:zOJ.·2 
.. el H:S y el CS2 y los compuestos orgánicos volátiles de 

azufre. La fbnna como se emiten y otras caractcristicas de estos compuestos se explican a 

continuación. 

1.2.1 OXIDOS DE AZUFRE. 

El dióxido de azufre (SO,) y el tñóxido de azufre (SO.l) junto con sus ácidos 

correspondientes y sus sales en macropartículas son contaminantes frecuentes en la 

atmósfera urbanas industriales. Estos compuestos, contribuyen a incrementar los problemas 

de partículas respirables y de visibilidad por medio de la íonnación de sulfato y la 
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ag,lon1eración con otros gases y partículas con los que interactúan. Asimismo. actúan como 

precursores en la lbnnación de la lluvia ácida a través de reacciones químicas en la 

atn1óstCra (Mackcnz.ic 1995~ Betthelheim y Billinge .. 1983~ Bailey y col. .. 1978). 

De Jos óxidos de 8.7.ufre., el S02 es Ja emisión industrial de mayor importanci8. del gri.Jpo: 

de compuestos contaminantes que contienen azufre y se ha estimado que «:=crea del 90% de 

Ja emisión total de S02 hecha por el hombre. proviene de la· utilización _de combu~tibles 

fósiles (Janssen.. 1996). Por ejemplo. se ha estimado que las industrias que generan 

electricidad quemando carbón o derivados del petróleo son responsables de más del 50% 

del total de la emisión de S02. Esta emisión varia considerablemente de acuerdo con la 

naturaleza y de origen del combustible .. ya que su contenido de azufre generalmente varia 

de O. t a mas del 5%. El dióxido de azufre es un compuesto no inflamable y es perceptible 

en concentraciones menores a O. 1 ppm. Por encima de 0.3 ppm se puede detectar por el 

sabor y a niveles de J ppm produce una sensación fuene malestar en la nariz. También se 

cn1iten cantidades considerables de estos compuestos en los procesos de transfonnación de 

plomo y zinc .. producción de ácido sulfúrico. así como en algunos procesos de refinación de 

petróleo. Por otra pane el éi.cido sulfhidrico (H2S) emitido por alb'Unos procesos de 

degradación biológica y procesos industriales se oxida en el aire produciendo SO:z (Warner .. 

1980; Bailey y col .• 1978). 

1.2.2 SULFURO DE lllDROGENO (llzS). 

El sulfuro de hidrógeno.. H:zS. es la forma más reducida de azufre y es muy toxico .. 

inflamable.. fuene irritante de ojos y mucosas.. y es altamente soluble en agua 
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(aproximadamente 0.1 M a 25ºC) con un pK 1 alrededor de 7 y un pK2 de 13. El sulfuro de 

hi<.frógeno se prepara tratando el sulfUl-o de hierro U. Con ácido sultürico: 

FcS + 11,so. - H2S + FcSO.,. 

. •. .. . 

El 1-hS se· emite en el .a~biCnle · P~~ _ ~n gr3:n_. .. ,~~,~.C:-~O d~ in~~·stñ~~ "como ~~ petroquimica,. 

tnncrias. producción de ·viscosa y. celotrtn~:. c~.'!1~.·.re~~Ú~dO:;·~·~f·.t~n~~':"~~nt~_.-~n,aerobio_ de 

aguas residuales que conticnCn sulfBto. de la cxira"c'?~·óri d~ ·Sa_~º-nal~~al. Y. :.es·· intef-in.cdiario de 

Ja oxidación biológica del CS2 (Grocnestijn y col.,m 1998; Rev,;h'y:.;.,1.,.1995; Torres y 

col.. 1993. Buismnn y col. 1989; Sublcttc y c~L~ .1987).: SuS propi.~~Bdcs Corrosivas están 

relacionadas con el daño a paredes de concreto de Jos reactores. sistemas de drenaje,. 

tuberias de acero; su emisión al ambiente además de su toxiCidad genera olores 

desagradables y lluvia ácida. Su característico olor a huevo podrido es perceptible en aire 

fresco en diluciones de 1 ppm de aire. En la tabla 1 se muestran los niveles de toxicidad del 

ácido sulfhídrico y sus efectos sobre salud. Es de destacar las bajas concentraciones en que 

el compuesto es tóxico. 

1.:?.3 TIOSULFATO 

El tiosulfato (S20,.2 ) es un anión mctnestab1e que tiende a su descomposición química 

en soluciones acuosas. Las S<?luciones diluidas del compuesto .. 0.01 M o menores. se 

descomponen más_·rápidamente que las soluciones concentradas. 0.1 M o mayores. Junto 
. .··.'':>.."'';:'.' '." 

con otros compuestos .de ·azufre el tiosulfato es altamente .... agresivo"" por los problemas de 

corrosión ~¡~~~~ ~:t:·~ismo~ El tiosulfato se utiliza en las industria de la fotografia.. en la 
• .. ,.'_,. ;.r .. ::· 

industria del :. papel .y" en Ja industria fannacéutica. Por lo tanto se encuentra como 

contaminante en las aguas del desecho de estas industrias. La industria del petróleo .. de 
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acuerdo a Khana y col ( 1996). también emite como contan1inante a este compuesto. Es 

claro que por si misn10 el tiosulfato no es un f'hctor de deterioro ambiental sin embargo .. sus 

productos de Ja oxidación biológica o química cso .. ·'l). o bien su reducción biológica en 

condiciones anaerobias (1-1 2S) tienen fucne impacto ambiental (Suzuky., 1999; Dhawale. 

1993). 

1.2.4 COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE AZUFRE 

Además de tas fonnas inorgánicas de azufre., existen un amplio conjunto de compuestos 

orgánicos de azufre que son sintetizados por los seres vivos .. y que también desempeilan un 

papel en el ciclo biogeoquimico del nzufre. Et compuesto orgánico d~ .. azufre más 

abundante en la naturalc7..a es el dimetil sulfuro (H3C-S-CH3)., .el .. C~aJ se origina 

principalmente en ambientes marinos como producto de la degradación. de propionato de 

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

producción de este compuesto es muy abundante y se producen m~ de 45 millones de 

toneladas anuales. El dimetil sulfuro que se difunde en la atmósfera cxpeñmenta una 

oxidación fotoquimica que produce ácido metanosutfónico (CH3SQ3'") .. S02 y so .. ·2. Existen 

muchos otros compuestos de azufre orgánicos entre los que se pueden señalar: el 

metanotiol (CH1SH). el dimetildisulfuro (CH,-S-S-CH,) y el bisulfuro de carbono 

(Madigan y col.. 1999). 

La descomposición de los aminoácidos que contienen azufre .. metionina y cistcina, de la 

materia orgánica en descomposición produce los compuestos orgánicos de azufre volátiles. 

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

tratamiento de desechos de la bio-industña (Smet y Van Lagenhobe, 1998). Entre los 

compuestos que se han identificado se encuentran el metanotiol (descomposición de 
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echada). el dimetil sulfuro (descomposición de vegetales) .. dc111ctilpolisulfuros (Mc2S,.. 

putrefacción) y el bisulti.Jro de c.arbon·o <.CS:z. hortalizas coo compuestos de azufre .. 

aromUticas). 

Por otro lado .. el bisulfura:·de .ca~b.ono también es un coffipuesto nzufrado de importancia 
. .. - -

industrial. Este compucst~ . se uti!iza en la fabri~ación de· -vi.~o~ (~~ec~rs~r. de rayón ·y 

esponjas) y cclOran asi como en Ja producción de fcrtilizanles. Se han reportado que en Ja 

industria de viscosa y celolan se emite a· la atn1ósfera concent~C.iones del compuesto de 

hasta 4000 ppm (Estrada. l. 1998). 

2. CULTIVO l>E MICROORGANISMOS. 

2.1 PROCESOS BIOLÓGICOS DE ELIMINACIÓN DE COMPUESTOS 

REDUCIDOS DE AZUl<"RE. 

Para el tratamiento de emisiones de compuestos de azufre del ambiente se utilizan 

dircrentes procesos tanto fisicoquimicos como biológicos. En general Jos procesos 

fisicoquimicos requieren altos flujos de energía. -sin embargo .. no es este el elemento el 

único factor que se considera para su aplica~ión o sustitución por un proceso biológico. 

Entre los factores que se pueden considerar pueden citarse: el costo. Ja concentración de 

contaminante y la factibilidad biológica. 

Si se cuenta con los organismos vivos que pueden oxidar los compuestos de azufre de 

interés. entonces queda a consideración el costo de su aplicación. En este sentido. se han 

observado que en bajas concentraciones de contaminantes los procesos biológicos 

presentan ventaja económica y de eficiencia de eliminación (Groenestijn y Hesse1ink. 
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1993 ). Un cjcrnplo lo reporta Duisnmn. 1998 donde se con11>aru los costos del tratamiento 

de SOx con tres técnicas, 2 fisicoquín1icas y una tecnológica denominada Thiopaq. Ja cual 

utili:l'.a microorganismos del genero 171iohacill11 .... · en el proceso. El ºbiotratamicntoº 

presenta ventajas económicas hasta concentraciones_ de 3500ppm sobre los tratamientos 

lisicoquimicos. 

Los procesos biológicos de tratamiento (Tabla 2) de efluentes con compuestos de azufre 

tienen una aplicación diversificada (Alcántar~ 2000). Se han utilizado en el tratamiento de 

corrientes acuosas contaminadas con sulfuros. sulfatos y tiosulfato. También de corrientes 

de aire contaminadas con sulfuro;', bisÜJfuro ·y ~ompuestos orgánicos volátiles ·de azufre 

(VOCS). 

2.2 PARAMETROS .. DECREClMIENTO··· 

objetivos. La··' ~~-e~~\:~;¡~f~~~ciÓ·ri~:{i~~b·~~~ida--;-- Cuando - el ·:crÓ~i~f~-:1~.~~t.:,, eS::~: medido 
, ... , 

cualitativamente es·~.fréCUCOiérrlerit·e·,.,-pr~señta-cia en fbnna de una gr8tiál-'de· ·b¡~~W contra 

el tiempo. LoS.:.datOs~-·pu~d~·~-~~~J-,. prbscnt8dos más signifi~tivoS· .Y. hon~iSo~·-,:si;--~os son 
•,!.--e<'-~ '~ 

analizados e~ _c~~i~":_-~··;:~~~-~-~-'~Brii~ctros de crecimiento: la velocidad -~fe ~;~¡~ienlo 

especifico o ·cf~pli~~~~~~'.~:~-¡~-.. ;:~~mp~· de biomasa. crecimiento retrasado. rendimiento del 

crccin1icnto. cocientes me~bóliCos por la utiliz.ación de sustrato y productos de formació~ 

afinidad de sustratos y biorriasa má.'"<ima. Los parámetros de crecimiento son definidos con 

referencia al crecimiento de un simple cultivo homogéneo en lote. Tal sistema es supuesto 

para consistir en un lote bien mezclado de un medio inoculado. Se asume que la mezcla es 

adecuada para dispersar la biomasa y que el medio es libre de concentraciones disminuidas. 
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Tabla 2. Procesos biológicos de oxidación de compuestos reducidos de azufre. 

Reacción Proceso 
bioló_g~k~º~----1\~1-i_c_r_o_o_r_i:a_n_is_n_•_o_• __ --------------------Anaerobio por Ch/t1rohiaceae 

bacterias L
0

hnunalit1t...·ea~ 
fotosiruéticas 1. 2 

Bacterias 
facultativas J 

111iobacil/11s 
tle11itrifica11s 

2n l·l:S + nCO 2 2nSº + n(Cl-120) 
+ 1120 

nSO 4 

11N02 

Proceso 
Quimico
Diológico -i 

111iohacil/m; 
.ferroxidans 

J·hS+Fe: (SO,.)J - Sº+2FeS04 

+H,so. 
2 FeSO.a + M 2SO.a +~O: ----XL.... 

F1»(S04)_,+ H 20 

Aerobio '·" 111iohadl/11.\· spp 
1 hS + Y202 - Sª + l·hO 

s•+1-i,0+312 o, - H,so. 
l. Corfr.)"Cl\l.(l<JKf•) /ltult>clmul. /llu.-rrg. Symp .... 'W•r. lít: l.t•J-lh:;? 
2. Khanna )"col ( 19'>6) C11m•111 ,\llc-n>Nofok"V 32: 33--.17 
.1. Mc..'"Comwaycol.(:ZCHll) Appl. /lioch.-m. /Jlot~lt .• ~1/~2- 761-770 
.a. Satuu y .:i&'>I. (19KK) IJ.•.,"1..:urh. l'n>C"..-.'ff.'I. /ni. F..d, 76; 761)-7(•F 
5. Alo,:Anraruyad.(19'J<J) /liotrclm<>i.IA"tt.21:XIS·Hl9 
(•. Huiamanycol.(19'>4) Sytrtp JJio/. ll~Giu Clnv1 .9S-10l 

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ESPECIFICO 

Las condiciones para el crecimiento de biomasa en un cultivo son;_ (i)_.u_n inoculo viable. 

{ii) una fuente de energía, (iii) Jos materiales para,.-._:· suministrar. los nutrimentos 

indispensables de los cuales se produce la biomasa,. (~v) _ '!~~~n~ia de inhibidorcs~ el cual 

impiden el crc..acimiento. {v) apropiadas condiciones_fisiCoquimicaS. 

Si todos los requerimientos para el crecimiento son satisfactorios. entonces durante un 

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

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

d><= µx dt 

Por lo tanto: 
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dx/dt = 11x 

El cocticicn1c difCrcncial (dx/dt) expresa In tasa de crecimiento poblacional. El 

paramctro µ representa la velocidad de crcdn1icnto pOr unidad de la cantidnd de bion1asa 

( 1 /x)(dx/dt)~ eStc_ tennin~ :.~s la, ~'~J~~id~·d·~~~~ec~~ca ·de crecimiento y tiene la dintcnsión del 

tiempo rcciÍir~c<_.;- · ( Út)~:;: EstC ''._es·; ~~áí68~··. ~--Í~''.. ~~locid~d: del co~pucsto .de interés _en una 

inversión así -~'~a-:'.~~-¡~~i-~~~--~}~~~~¡:j¡~;~r"~~-~-~;:~im·i~nto de 0.1 h.1 es equivalente a un 
... ,_,~_;:~ ; -~>->··· 

Cuando µ ~;~ :_~~:~~-~~~~~~~ -~1-~::~~t~~:~·~.~~~ dC la ecuación dxldt = µx da: 

In x =In x.., + µt 
' ' 

donde Xo es 1~·-biom·a·Sa.cua'Odo·t.::='o~ i.a grafica de In x contra el tiempo debe ser una tinca . . . -·-· 

recta con incliriación,.' µ::··-Si t0:-~_.lo8nritm0s son convenidOs a In base 1 O entonces la ecuación 

In x =In~+ µt~ se _convierte: 

log x =e µt/2.30 + log "" 

Para p~.:ier·1a··CcU~~¡~.;·¡~,x-=· 1~ Xo + µt, en Ja f'"onna In (x/Xo) =µt. Ello queda: 

X =x...,ef11 

El crccimiento-:c1 ·cu"al ~:,_~~-~r~.-.~~- est~~ princirios es llamado constante exponencial o 
_._. ;,. ·._:• ··', .. -

crecimiento l_o~~t~~~~~ ~ ·_ n~edida ~ásica _de la velocidad de crecimiento es la velocidad 

de crecimienl~:~'.C:SP~~·f'.ic:~~· ~- o,tra:~.meclidas las cuaies·están dadas mas adelante pudiendo 

ser relacionad~- c_~ñ__ la v~~OCidad de crecimiento especifico. 

TIEMPO DE DU~LICACIÓN 
.,_ .. .-,-,.., 

La relación en~rC:.18 velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de duplicación (dt} de 

la biomasa se obtienen de Ja ecuación In (x!Xo} = µt; haciendo x = 2xo y t = td, se obtiene 

td = In 21µ = 0.693/µ 
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2.3 Clll.TIVO EN 1.0TE 

El cultivo en lote (batch) es una tbrma de crecin1iento de microorganismos en un tiempo 

dctirtido. Est~ se realiza en un vol~men. fijo de_ un n1cdio de. cultivo que ~ontiene todos los 

nutrimentos necesarios para el· crecimi_ento- .celulai. Debi_do -. ~.que' no- se:_ adiciOnan mits 

nutrimentos Cn el _tiempo del cultivo~ estos se van ·agotando Jo ·que define el crecimiento 

microbiano, ~o-r Jo tanto el crecimiCnto y·~~ ~íOduC~iÓ~: ... :~~.'.:~~t-~bOJ~.~~s ~~sa en_ el momento 

en el que el nutrimento ha sido empleado: AI8,unc>S_--~~t~r~.~- ~-e~aI.Bn ··que en 'determinado 

momento el medio de cultivo se modifica Por ·et ''efC~iO\.'.fcl"'!~-;.:~~i~iCrlt~ microbiano en 

proliferación,. de manera que ya no es adecÍ.Jado· ~~i-a's·Ú~~i,~~~,,-~fCci~Í-~ntO_(por cambios de 

pH. productos secundarios. etc.). 

Para cJ entendimiento del comportamiento del crecimiento microbiano en un tiempo 

definido (lote) se han descrito cuatro etapas básicas 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 el tiempo necesario para Ja adaptación de Jos microorganismos al nuevo medio 

donde se siembran. Durante esta fase los microorganismos no pcnnanccen inactivos. a1 

contrario.,. durante esta fase cada una de las células incrementa su lamaño. y no hay división. 

14'a actividad metabólica es muy intensa.,. donde hay Ja fonnación de enzimas y otros 
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intcnncdiarios que se acumulan hasta · alcan7 .. ar concentraciones que permitan lu división 

celular la cual inicia lentantcnte y después se acelera con rapidez. Después de ello el cultivo 

entra a la fase exponencial. Cuando s_c usa conto ·¡~oculo células en estado metabólico 

latente los factores de importancia Critica para iniciar el crecimiento son: el pH. 

temperatura. concentraciones adecuadas de oxigenó y concentraciones de sustrato. 

t•ase Exponencial 

Durante este periodo las células se multiplican exponencialmente. En condiciones 

apropiadas durante esta fase se lográ. la máxima velocidad de crecimiento .. es decir alcanza 

la autentica fase de desarrollo. La población de microorganismos es casi unifonne en 

composición quin1ica.. actividad metabólica y otras características fisiológicas. Esta fase 

continúa hasta que sucede una de dos cosas: que uno o más nutrientes del medio se agoten 

como ocurre generalmente o que se acumulen productos tóxicos e inhiban el crecimiento,. 

tan pronto como esto ocurre cesa et 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 población y multiplicación constante. 

Fase Estacionaria 

Gradualmente el progresivo agotamiento de los elementos nutritivos empieza a alargar 

la velocidad de duplicación y en poco tiempo el crecimiento se detiene. Aunque la 

capacidad de reproducirse no desaparece .. el número de microorganismos que se fonnan se 

equilibra con et de aquellos que pierden su viabilidad. La acumulación continua de 
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productos de desecho y de circunstancias desfavorables. antecede la interrupción completa 

de la división bacteriana. Por lo tanto el cultivo en esta fhnna entra poco a poco en una fase 

de muerte. 

Fase de Muerte 

Los nut~mentos sigue aSot_ándose. por lo-que nonnalmente tas células se autodigieren y 

acaban por .sufrir·a~Íolisis. · 1ridud~bl~mente. gran ·vañcd~d de co.ñdiciónes contribuyen a ta 

muerte. pero las .mas ~i~·~·Ort~'.~~~s s~~--~~. a~ot~~ient~-:d~~·~.u~~~n~i~_-~utritivas indispensables 

y la acum~~aci~~ -d~'."~r~~.:i·~t~~--i~~i~id·ci~~~.~:-.C~~~"·:~á~~d·~~X~4rn~i·e esta fase. el número de 

células viabi·c~ ~~sCi~nd~'..~: ~-~ ~:iCi-d~ t~d~ ~~-a~i~J~:d ~e-~~b{,J:¡~-y ·d,c di.visión. 
!· . ., . . - ·:.-· . . ' - ~- ., - --~ '. '· .· - : ; ,;~--º. ;.' 

•.,_ .... ---.:·-_;-;-,<_::_:::_:::_:·,-;:.::~:;~_-·.·_.':.: . . : .. ' '.:'.. \. 
Z.4 CULTIVO CONTINUO: REACTOR~'. 

--
Je agrega. ~,.;tin-~~~·C.:it~ ··~edio y;· i~i· · cU3J ;.::· ~Jgi'.í~ .,_-~_isJ>oSitivo permite la eliminación 

constante del _medio excedente. Puesto que:: U!''.'. sistema de este tipo se encuentra en 

equilibrio._ el número de células ~y 's~--7":t.ad~?~-~~~~tivo permanecen también constantes. 

considerándose entonces qu~ el_ sistem~~-:-~·c- encuentra en un estado estable. El tipo más 

frecuente de dispositivo para cultivo j~-~·~¡~'~o es el llamado quimiostato. 

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 Ja mezcla puede ser peñccta. lo que significa que al 

introducir el medio esté se distribuye instantánea y uniformemente en todo el cultivo. En Ja 

practica esto significa que el tiempo requerido para mezclar un volumen pequeño de medio 
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de cultivo (una· gota por cjcn1plo) debe ser .n1inimo comparado· con el tic111po de residencia 

(tr) dado por la relación volumen/Flujo (V/F). donde V= volun1cn del_ cultivo y F= la 

velocidad de flujo det ni.;dió. 

Cuan.dO;· 'c:n_. .. '.:e~: ... :~~i~.i.ost~~-~ se· mantiene ~·~·.·~:~J6.'.:;\ ~~i'u~~n: c~ilst~~tc· de- ~edio .. la 
.-.'o,-,';-·-

velocida~ ··:ci~ .:.-c.~~ci~ien·t~ ·: d~1- culti~<?.:··iguala :, ~~a~t~C~~-~·~~ :)B :" vél~~i~a~ ·. ·_d~. e~irada y· de 

salida del .'"m~d.io··· d~ cultivO. La .concc~~~aci·~·ri·~~~-/bi~;~··:· ~fi":.:·.~·¡·/~~~~.~:r ... es p~r tanto,. 

mantenid·a. c~:~~~-an~e siemp're que .la. vClocid.ad dc;·-.i¿j~\Í~I :üi-~di6)~~-~: ll~~~inos F .. (L h.1) y 

el volu~Crl.: de 18 vasija,. que 11-~mnmos V ~):·d:~n i~~~~·~:~ u~~ .v~lo~id~d -de ·n~Jo por-_ unidad 

de volumen que será F/V. Este cocicntC ~~·:-c?º~e~~)~~~o.- l~~~tasa .de dilu~ión:·D (d-1
). 

Podemos deducir. la relación cxi.stentc .. C~t~e _·_ D ··y ~_lit. ~.e.loci~~d : especifica· de· crecimiento µ 

(que también tiene unidades de h·'1 )~ dC~ribi~~~~.-~'~ _ba~ari~e d~ masas d~ ~ta rOrma: 
. . 

El aumento de biomasa en_ e~.- ~ulti'/.O .. c~ntinuo .. ·~s isu.al.. al crecimiento menos la 

biomasa de salida del reactor~ 

Esio eS: ·. 

Puesto que la C~nccntra~~·Ó~-:d~: ~~·~~~ e~ _el quimios~ato pcnnanece ~nstante. cuando 

se alcanzan co~d~c~:~ne~--~~::~~~~~~~~-i~~·~i~~~ri~: .. ~ ~~:~pi:: q~~=-
.-. ~. - , " . . . 

dx/dt =< O y µ = D: 

En el control de.un::qt;imioStatc>"'Se··~plcan 'dos elementos,. la velocidad de flujo y la 
._·_:· ·.- ··:··.: :~::-:" - ··;>·. :·, .' ·'··· : 

concentración 'de un._nut~.;~te Ji~il81ltc. como el cUbono .. ruente de energía o nitrógeno o 

un factor de. ~~~¡-~¡~-~~:~. ·:.~~~ . .,·~·~}9~i~i0stato la velocidad a Ja que un cultivo es diluido 
·.:-.. '·.·· ·-... · ·, ·.: .-::<· 

gobierna la veicicidad -de. ~r~.dimi~~lO y el tamai'io de la población es gobernado a su vez por 
. - ' . 

la concentración-del sustfatO limitante. 
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El sustrato limitantc (Sr) define también la velocidad de dilución critica (De) de la 

siguiente manera: 

Dc=µma.x (Sr/Ks+Sr) 

Los estados de equilibño sólo son posibl~s cuando tas velocidades de dilución no 

exceden del vá.Ior critico (Oc). 

Los reactores ~ntinuos, por su p~rte, se suelen emplear en producciones grandes, donde 

comparados con los reactores discontinuos,. generalmente presentan las ·siguientes ventajas: 

a) ofsminuyen.los costos de operación al eliminar la carga y descarga de los reactores 

y facilitar el control automático~ 

b) Mejoran el mantenimiento de la calidad del producto al ser las condiciones de 

operación más probables. 

Los dispositivos para_ c~ltivo continuo (quin,iiostatos) son un medio para mantener la 
, ," 

población ~~ creci~~.C~t<? exponencial durante largos periodos. 

El re8Ctor .. coritinuo de tanque agitado (RCT A) consiste usualmente en un tanque 

cilíndrico bajo, en el que es esencial una buena mezcla de contenido pues,. de otra manera 

habría cortocircuitos entre la corriente de entrada y la de salida de manera que gran pane 

del volumen seña espacio muerto. La agitación es pues una característica extremadamente 

importante, considerándose que una buena aproximación a una mezcla peñecta no es dificil 
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alc.an::l'~'lr una buena 1nczcla es que todos los elementos del fluido en el tanque tengan 

virtualmente la misma composición. 

Una gran ventaja del RCTA.., aparte de la simplicidad de construcción, es el ffi.cil control 

de 1a tcrnperatura y ~e1 ,~ ·p1-1:·~-·-_ E~ '· ~ate.~at".: .. qúc ·:'.e~:·~~·\ en .·un·:· ta.;q~c· :·,~ª·~-ó; se_ ··sumersé 
- . '. - ' ,_·.. . .- ,-·-,_ ..... _ '· ~ '-.. - ;- = ' . ; .. , - . :- _.. • .. .; - ,. •. '. - ,. : . . ··-

'-.;,_' 

agitación •. las variaciones_ locales d~ ·. ~~~p·~~t~·~:~r;~'.~~:; ·p.~-;~~-;·~¡~¡·~~~·.: l:-~s. ~CC~Pie_i:-tes. 

ofrecen la oponunidad de -proporci~r{á;~).~:~'.'..'~~~-~~~~~; ~·nei~·f ~e·~-~~P_C~".~e·: rcfñgCrante; 

ademas de ta superficie externa de scrpé~ü_O~.~ r~~~SenJ:~tCS. S~.:tl-~~Sidf?s. 

Un RCT A no necesita ser básic8ment·~ .difer~~t~'-81 >~~ciar .. dis~¡,~tiiluo, excepto. en ··que 

se añaden dispositivos para la .ali~~,~~~¡~~,·::~~:-:~~~i~ .:~~º co~:~i'n~~~\:·.:~~~/~i~fcrenc;a 
fundamental esta en el hecho de que el conte'nido ·del.rccipie~te cstÁ ·c;n eSt~dO c~t~cionario, 

es decir no varia mucho con el ~-iem~o; '~~~-~~-;~ aP_t~~· a la retei:ici.ó~·-.~,e ~Í-~r_:~~g~~~m~s y a 
. . .. . '" ':-. '. - - . - . . --, . . . :-. :~-- . 

la concentración de los componentes de:I medio. en el reactor. Las -condicioOes de ~estado 

estacionario pueden alcanzarse· oper~ndo sobre. principios quimiostaticos. Estos implican 
'. ·.· ;: 

ajustar el caudal de alimento al re~eniador a un valor apropiado y constante, pennitiendo 

a las concentraciones de·:micr~~rS,anismos .. sustrato,. y producto bioquímico alcanzar sus 

niveles naturales. 

La consecuencia inmediata de· la condición de estado estacionario es que para una 

operación económicamente satisfactori3y las condiciones ambientales seleccionadas para el 

reactor deben conducir a rendimientos aceptables de productos microbianos y bioquímicos. 

Este simple hecho requiere un profundo conocimiento de los f'actorcs fisiológicos y 

bioquímicos que influyen en la actividad microbiana. 
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2.5 Oll.IETIVOS ESPECIALES DE CULTIVOS. QUIMIOSTATOS 

Los tres únicos objetivos ·de cuhivos- en quimiostaros en el control del crccimicnlo y 

componamiento de microorganismos son.fo~ulad_o,S a continUación: 

',.'.: .<.-' "':• 
1) El -quimiostat~.'p~r;n¡t~·-q~~:,:}a·'_~~i~~i~~d -~~· ~~e~i~{ie~t~~',:~~:.1~ ~iomasa v~ríe en 

función de 1~ ~(j·~~én·l·~~-¿¡Ó~,,'.·d·~;~;~·¿~t~~lÜ<'Si~1~::-6~;c;-\~a~bi~·;·~~ ·--~1. 
0

cultivo-~ É:n un 
• . ·' . . . ·-- " '". - . ' •. ;.t_ ., • ''· ~ •. • . " • ' . . 

cultivo en_ lote:' si~~-·-~º.; ·10~_::·: ~~~¡~~--~-,ci~- \.~~Jic!d~~- · .~~:. Cre:~imit'."'·º , pueden ·ser 

solamente . lo~~d~-~--: por· ~bi~~ ~~-~-Ú~~-~-~v~:S :::e~._·_ 18 :. ·~~tric;ió~.< O Por'. cambios 

cuantiiati~os ~~ cÓn.cÚ~i~nc~-- fisi<:oqui~i-~~-- ta.i· ~~on~O t'c~pcratura o ~~lor d.c pH. 

Tales métodos de velocidad de crecimiento Causan cambios introduciendo- otros 

efectos con el cual pueden enmascarar el efecto Oc velocidad de crecin1icnto. 

por ejemplo. el cambio en ta temperatura puede afecttir · indcpendientemCnte · la 

velocidad de crecimiento y contenido de RNA de bacterias.-

JI) El segundo objetivo es lo contraño de t .. que es la ftjación de la ve~oci~ad de 

crecimiento mientras CI ambiente es alterado. Este objetivo es esencial para 

distinguir. entre los_ cfect~s de Jos cambios de velocidad -de_ creci_micntc) y, los 

cambios ambientales. 

111) La tercera propuesta es mantener los sustratos limitados de crecimiento con una 

velocidad de crecimiento constante. Los sustratos limitan el crecimiento 

pudiCndo ser soto obtenidos transitoriamente en un cultivo .. lote y siempre 

acompañadas por un cambio en la velocidad de crecimiento. Esta función del 

quimiostato es aumentar el posible rango de ambientes constantes para incluir 
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no solamente los .extremos, <i:c exceso y agotamiento de los sustrato limitados de 

crecimiento. también todos.estados intcnnediarios 

El método quimiostato simptifica~·.siSÍ·~~as·. de: culiivo Y por medio de eso_ tñci1ita 1a: 

elucidación de la· l'"eacc~~n ~e ·¡¿~- ·o~~a~·i-~~~s· .. e~- ·:est~~:-anlbicn.te. y. '?ontrol de_~~ proceso 

microbiano. Las ventajas de esta simplificación es que est'a aumentando .C:" importancia con 

interacción de dos o mas especies en un cultivo estas pi.ieden sei- investigadas y Conti-oladas. 

2.6 E.IEl\ll'LOS DE CUl,TIVO CONTINUO PARA- LA OXIDACIÓN DE 

COMPUESTOS REDUCIDOS DE AZUFRE. 

En el caso de los compuestos reducid?s ·de:-- azufre·: se : hari ·_ ul_ilizado:,:. loS ~reactores . . . ., . ' 

totalmente agitados. que utilizan un consOrcio. sulfo~icÍ~¡~ (BuistTa~~ .y _.é::ot~:-.) 989)- o. Cepa-s 

puras de 711iohacill11.v (Sublettc, 1987; Viss~;··~. col .. ~ ~~jj,-~-~~ I~ -~limi~~ci~~~-~'~:~~¡~;o ~e 
corrientes acuosas. Este sistema se utiliza ta~bién ... p~·~a e-1 trata~ic~io ~é(~~~~~.t'.~~: a.~uosa~ 
contan1inadas con tiosulfato y tiocianatos de la industria fotográfica. 

Buisman et al 1990, reporta que las concentraciones de sulfuro_·dcbajo ··d~~2-ó;'nig/J. la 

concentración de oxigeno puede mantenerse bajo (debajo de 0.1 g¡.j ·,~:~'.·~,~~~~~: ~~;-~~~rimir 
·, .. 

la oxidación de azufre a sulfato. -:::. ,, ,- · 

Por eso la concentración de sulfuro arñba de 20 mgll. la ·f~~~ió~: dC--.azufre es 
,-.. -.-

independiente de la concentración de oxigeno. Sin e~b~go,' ; e~ ·,'. Óxigeno puede ser 
- - -

aumentado en orden para incrementar· la oxid~éióri del sutfUro. Conforme a este dato 

Janssen et al.. 1995 fundamenta que el optimo oxigeno n1olar es proporcional al sulfuro~ 
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para mejorar la acumulación de azufre .. es cc~ca de 0~7.·. Los mismos autores (Janssen et al. .. 

1997 describen el funcionarnicnto de Ja oxidación del sulfi.aro desarrollado en el reactor de 
- ,' .•.. . ' 

lecho expandido, el cual es designado' para Ja cstiinulación .de Ja tbrrnación de sultUro 

donde especialmente ~s Sepa~~o.~Ün .s~dimc.nt~'"de.:azufr~··bicn arreglado .. el cual consiste 

principalmente de azufre elemental (92%) y biomasa (2%)., es obtcn~da por los autores. 

StefTcs et al. ( t 996) reponaron que 111iohacillus sp. y 111iohucil/11s ll!pedarill.\' acumulan 

azufre elemental desde sulfuro de hidrogeno parcial o oxidación de Tiosulfato., 

indistintamente. Ello también fundamenta que el azufre elemental es formado por debajo 

de oxigeno limitado (0.1% DO) o la velocidad carga de sustrato alta (Q=IS mmol/lh). El 

sulfuro y tiosulfato asi ponen a prueba para ser sustratos intercambiables para bacterias 

quimiolitotl'"ofas pl'"oduciendo azufre y sulfato. 

3. FISIOLOGÍA Y BIOQUÍl\IICA DE MICROORGANISMOS SULFOXIDANTES. 

3.1 MICROORGANISMOS QUil\IIOLITOTROFOS 

3.1 .. 1 Bacterias sutroxidantcs. 

El nombre ubacteñas incoloras del azufreº ha sido usado desde Winogradsky para 

designar a los procañontes capaces de utilizar compuestos reducidos del azufre como 

fuente de energía para su crecimiento (Madigan y col.. 1999; Robenson y Kuenen,. 1991). 

Los compuestos más comunes que se utilizan son el sulfuro de hidrógeno .. el azufre 

elemental y el tiosulfato. En condiciones adecuadas de crecimiento el producto final de la 

oxidación es el sulfato,. sin embargo en el caso del sulfuro y del tiosulfato .. bajo cienas 

condiciones de cultivo .. es posible observar azufre elemental como producto de la oxidación 
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¡nu-cial de estos compuestos. El adjetivo .. incoloras'"" se utiliza debido a la fitlta de 

fotopigmcntos en estas bacterias .. aunque en cultivos con suficiente crecimiento celular se 

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

Existe una gran diversidad de bactcñas sulfoxidantes con muy diferentes propiedades 

mortblógicas.. fisiológicas y ecológicas y de igual manera diversos requerimientos 

ambientales para su crecimiento. 

En la tabla 3 se en listan algunos géneros de estos microorganismos.. la fuerlte de 

energía que utilizan~ asi como el intervalo de pH en el cual crecen. 

La mayor parte de Jos crecimientos fisiológicos de estos microorganismos proviene del 

estudio de un número limitado de géneros. Los thiobacilli. son los más estudiados'_debi.do a· 
·".· 

que pueden cultivarse fácilmente en el laboratorio.. tanto en cultivos puros· como. en 

consorcios (Stcudel .. 1998; Buisman.. 1989). Su estudio ha pennitido ~...;ten.dcr de. manera 

n1its detallada y precisa las rutas bioquímicas de la oxidación de los comPues~os_ redue:idos 

de azufre. 
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Tabla 3. Bacterias quimiolitótrofas o:"'idantes de azufre .. füentc de cnergia y pi 1 de 

crccimicmo. 

Genero y Especie 

111iobt1cil/11s 1/liopur11s 

IJiiohuc.:i/111.\· úe11itrificu11s 

l7lioht1ci//11.\· 114!t1politu1111s 

/'hitJbacil/us 1/lio<JXidc111 ... · 

l"hiohacil/11sferr<HJXitk111.\· 

lhiohat:i/111 ... · 110\•.:l/11.\· 

111iohacil/11s i111er111ecJi11s 

J11icn/lrix 

Otros géneros 

l11icJ111icrospira 

111iu ... p/l.:ra 

111f.!TlllOlhix 

111iovo/um 

Aciúia1111s 

.\'11(fi.>/oh11 ... • 

Madigan y col. ( 1999) 

Donador de electrones litotrófico 

H2S. so. s2032-

H2S. so. S2032-

l-12S. so. S2032-

so 

sulfuros metálicos 

H2S. S2032-

·H2S 

H2S. S2032-

H2S. S2032 -. 1-12 

H2S. S2032-. so23-

H2S,SO 

so 

H2S, so 

pl-1 para crecin1icnto 

6-8 

6-8 

6-8 

2-5 

1.5-4 

6-8 

3-7 

6-8 

6-8 

6-8 

6_5-7.S 

6-8 

1-5 

1-4 
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Algunas especies son capaces de vivir en ambic:nle ahamcnte ácidos, pueden u1ilizar el 

fierro como una fuente de energía y algunas son capaces de llevar a cabo la desnitrificación 

y utilizar aJ nitrato como último aceptor de electrones. 

Existen diversas especies del genero 1ñiohaci/lus que tienen actiVidad en iÍltervalos de 

pH que van de 0.5 a 10 con temperaturas entre 2-0-y .7SºC~- La.maY~ria-;o·n·~~t-ótÍ-~fas,- per~ 
', : ·.,_,-'··.-·'."->.: .-.<' 

también pueden crecer heterotróficamcnte. Se e:~cuentran __ en'·'.difercOt~s 8.mbic'ntes:.~ _suelo, 

agua, desechos ácidos y aguas sulfurosas. 

Los estudios de crecimiento en medios sintéticos ha pcfmitido iden.tificaí- diversas 
.. :- - :· 

fuentes de carbono que son utilizados por estOs microorg8nismo_s". ·Esto permitió 'Cstablecer 

dos clases de microorganismos de acuerdo ·a la capacidad de ·crecimiento de fuentes 

orgánicas de carbono. 

Estas son: 

1 ) Quimiolitótrofos Obligados 

Son bacteñas· altamente· es·pecializadas, que requieren una fuente inorgánica como 

fuente de energía y· obtienen su -carbono a partir de fijar CO:: por el ciclo de Calvin. Utilizan 

para ello el flujo inverso de electrones para la generación de poder reductor (NADPH). 

2) Quimiotitótrofos Facultativos 

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una f'uente inorgánica de energía y 

CO::, o bien heterotróficamcntc con compuestos orgánicos que proveen de carbono mientras 

los compuestos inorgánicos proveen de electrones para la generación de energía 

(mixotrofia). Aunque también se han observado que pueden utiliz.ar simultáneamente dos o 
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más vias rnetabólicas para la utilización de Ja cncrgia y del carbono. perdiendo en algunos 

casos la capacidad quimio1itótrofa (Prosser. 1989). 

4. ASPECTOS MICRODIOLOGICOS 

Los thiobacilli son microorganismos aerobios y anaerobios facultativos. gram negativos 

con fonna de bacilos pequeños que miden 0.3 um de ancho por 1-3 um de largo. móviles 

por un flagelo sencillo,. no son formadores de esporas y crecen entre los 25 -35ºC. Son 

quimiolitótrofos y con actividad de citocromos importante. La energía necesaria para llevar 

a cabo sus funciones se deriva de la oxidación de uno o más compuestos reducidos de 

azufre incluyendo sulfuros. tiosulfato,. azufre elemental,. sulfito. tiocianato y politionatos. 

Con compuestos orgánicos se afecta el crecimiento. Algunas especies son capaces de vivir 

en an1bicntes altamente ácidos .. pueden utilizar fierro como una fücnte d~ energí8:'Y algunas 

son capaces de llevar a cabo Ja dcsnitrificación y utilizar al ni~rato como último aceptor de 

electrones. Son microorganismos de acuerdo a su. ~paci<:fad .de crecimiento de fuentes 

orgánicas de carbono como quimilitótrofos~ Los·~,hiobacilli.,0 ~n los mas estudiados debido 

a que pueden cultivarse ficilmcnte en el JaboratOrio. ··Su cstu-dio hn pennitido entender la 
. . . ·;. 

manera mas detallada y precisa las rut~·: bi·~~~i.:;..icas .. cÍ~ la oxidación de los compuestos 

reducidos de azufre. 

También existen otras especies microbianas que usan compuestos reducidos de azufre 

como fuente de energía para su crecimiento. Sin embargo solo seis géneros se han cultivado 

consistentemente 711iobaci/111s., 711iosphera. 7ñiomicro.\pira., 1ñermotrix.. Beggialoa y 

.. \.11(f<,1/ob11.\·. 
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4.1 ESTltUCTURA CELULAR DE LOS ThiohHcilli. 

La estructura de la envoltura celular de las bacterias gram negativas .. en el caso de los 

thiobacilli .. está más diferenciada que las granl positivas ya que cuentan con una membrana 

extra alrededor de la capa de peptidoglicanos. Una diferenciación de sistemas de n1embrana 

similar se observa en células animales las cuales contienen.. en adición a Ja membrana 

citoplásmica.. una membrana mitocondrial.. retículo endoplásmatico y una membrana 

nuclear. La función de la membrana externa es .. en parte .. muy similar a aquella de Ja 

membrana lisosomal de eucariotes. Los 1isosomas de los cucariotcs son organelos rodeados 

por una men1brana simple y es llamada ubolsa suicidaº ya que contiene enzimas 

hidroliticas., fosfatasas., glicosidasas, nucleasas. proteasas y lipasas. capaces de hidrolizar 

toda clase de componentes que entran a la célulD.y tales como bacterias (Albcrts y col. 

1994). Las bacterias también necesitan esta clase de enzimas hidrolíticas para utiliZar los 

nutrimentos necesarios para su crecimiento. Sin embargo. ya que las bacterias no contienen 

Jisosomas. estas se deben mantener separadas de los otros componentes celulares para 

prevenir su propia digestión. Las bacterias gram positivas simplemente excretan estas 

enzimas fuera de la célula, mientras que las bacterias gram negativas elaboran dentro de ta· 

célula estas enzimas en el espacio situado entre la membrana externa y Ja membrana 

citoplasmática. Este espacio es llamado el espacio pcriplásmico y tiene un papel vital en el 

crecimiento celular y puede representar entre el 20 y 400/o de la masa celular 

(Fccguson, 1991 ). 

La función de la membrana externa es confinar las enzimas periplásmicas y las 

estructuras proteínicas del periplasma (proteínas de transpone .. de fosforilación oxidativa .. 

etc.). AJ mismo tiempo .. Ja membrana externa provee canales específicos y no específicos 

para aquellos nutrimentos y iones requeridos para el crecimiento. los cuales son 
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transponados por diJUsión pasiva ya que todos los sistemas de transporte activo dt: 

nutrimentos están como una barrera selectiva del exterior de Ja célula Jo- que permite a las 

bacterias gram negativas tener una mayor resistencia que- las ··gran1 positiv.as a· ciertas 

enzimas. químicos y antibióticos (lnouye. 1982). 

Los principales componentes de la membrana externa son lipopolisacñridos. y se 

encuentran c.xclusivamente en esta membrana. que además ~e prevenir Ja ent~ada de ciertos 

compuestos desempeñan un papel importante en Ja interacción con el ambiente de la célula. 

4.2. SITIO DE OXIDACIONES QUIMIOUTOTROFICAS. 

4.2.1 PERIPLASMA. 

Como se mencionó~ los thiobacilli son bacterias gram negativas que poseen una región 

denominada pcriplasma como parte de su envoltura celular. El periplasma está situado entre 

la membrana citoplásmica y Ja membrana externa de la célula, mide aproximadamente 65 

A~ y puede representar 200/o del volumen celular. El periplasn1a se presenta como una fase 

gel que contienen peptidogticanos y es ahí donde se localizan nun1erosas proteínas del 

transporte de electrones .. La mayoria de los citocromos e se encuentran en el pcriplasma. 

Los otros citocTorño~ (b. a,; aa 3 y otras oxidasas) así como otros acarreadores de electrones 

y protones y·: IÜ-,- énZirri'ás como ATPasa están localizadas en la membrana citoplasmática. 

La reducción .de oxígcÍlo y la síntesis de ATP toma lugar sobre la superficie interna de la 

membrana citoplasmática en función del movimiento de electrones y protones a través de Ja 

membrana (Kelly. 1990. Hoopcry DiSpirito. 1985 .Volkmar. 1978). 

Muchos de los sistemas enzimáticos para la oxidación de los sustratos inorgánicos por 

quimiolitótrofbs están localizados en el lado periplásmico de la membrana citoplásmica. 

Esto se ha propuesto como un principio general en bacterias que generan gradientes de 
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protones de la oxidación de sustratos simples~ incluyendo compuestos de un átonlo de 

carbono (CO). El sistema multicnzimático de Ja oxidación de tiosuli-ato de lhi<>haci/111.,· 

i·er.,·11111...- (1'urcu:occ11 .... · ''er .... ·11111.ot) se han localizado completamente en el periplasma (Kelly. 

1997). 

4.3 SISTEMA "oE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN Thit>hacillu.• 

Los thiob~.cilli quimiolitotróficos (obligados o facultativos) contienen todos los 

componentes del transpone de electrones necesaños para enlazar el NAD(P) al oxigeno (o 

compuestos o~idados de nitrógeno. como en el caso de Thiobacil/11s A2 y 171iobacil/11s 

tle!11ilrificc111.o;). ;-y~· que su metabolism~ endógeno , bási~ es; similar al de cualquier otra 

bacteria. En: el_:·~i-~te~a ":se· transp~~tc· ~é el~~~~~c~<~e- thi~b8cilli se han encontrado que las 

oxidaciones del_:. azufre-., n".' _ rcdu<?Crl ... dir~la~C?~te .~:c1 ·,,~AD· .. y-: que_ Ja reducción del -NAO 
·-·· · • ...,." ~ = ,-,(·--· -'-:~~.__-,-_:, -0"_'.(~·· 

requiere de un~ flujo· de·_·electrorieS: dCPendiC"ntC'·: de-~ent;;~g¡a_: ~d~·~ -los · éil~romos hasta el 
/-- -~.'.·e<·~·~' -·.~i-:if<:·:~-c 

NA:~sta ahora; se ha observado que 'l~;(:l:t;~n~i':~[[;s oxid~e~oncs aé azufre entran a Ja 

cadena respira\c:>ria··a· ni~ét:d~~.é:it'?,~Í~~~-·:~·e~_".1~~ :t~.i~1:)~~-iÍli~aerobios,· pero en 771iohacil/11s 

de11itrifica11s -~~lra~-: a .. -riiv~~ ~de:.¡~ fl~~~~l> . .,:;--;~l c.::~·i:~~~~~mo b. Esto datos señalan que 

posiblemente por cada _.par de _electrones' transportados, existen dos sitios para el 

acoplamiento d~ la sintesis cÍé ~ TP. en 17Úobaci//us úe11ilrifica1L~ y solamente uno para los 

thiobacilli aerobios. Esto sugiere que el crecimiento es mayor para el primero que para Jos 

segundos de hecho. Thiobuci/111.!.- úe11itrifica11s tiene mayores rendimientos de crecimiento. 

tanto aerobia como anaerobicamente, que cualquiera de Jos thiobacilli aerobios estudiados 

hasta Ja fecha (Kclly. 1982). 
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Del sistema de transporte de electrones del metabolisnto de tiosulfoto en 111iobacil/us 

Úl.!11itr{fic..·c111s se pueden resaltar ios siguicntés puntos de acuerdo a K~lly ( 1982): 

A) Observaciones con inhibidores del transpone de electrones y'~~Cdi~io.~Cs.dirCctas de 
·... - . , . . - ~ 

la rcdÍJéci6n:-de-;Ci.lOcromo indican que Ja reducción. de .ni~~t~·:·se- da·. por, una 

reductasa 'dependiente de sulfito. con flujo de electrones a t~~és·· de I~~ Oavina,. 

qui~ona y citocromo b hasta un citocromo c554. mientras que· la'.:·ox.icÍ~ción de 
'" :,, 

sulfuro (hacia el poliazufrc unido a membrana) esta enlazado al éit~~r~~o e vía 

citocromo cSSt. de nitrito reductasa; no ha sido establecido un ~ecá~fsmo·para el 

ti-ansporte de electrones durante ta oxidación de poliazufre a sulfito. 

B) La nitrito rcductasa puede transferir alternativamente electrones al oxigeno. 

C) Se ha propuesto que la ATP sulfurilasa. más que la ADP sultUrila~ es la enzima 

terminal de la ruta. 

4.4 RUTAS BIOQUÍMICAS DE LA OXIDACIÓN DE COMPUESTOS 

REDUCIDOS DE AZUFRE. 

La complejidad y el número de reacciones involucradas en las transformaciones 

químicas y biológicas de los compuestos de azufre hace complejo el estudio de las 

reacciones bioquímicas llevadas a cabo por los microorganismos para la oxidación 

biológica de estos compuestos. Kelly y col. t 997 sostienen que posiblemente existen 2 

procesos básicos de oxidación de compuestos reducidos de azufre (azufte,. sulfuro y 

tiosult'bto). Estos son los siguientes: 
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l. Un mecanismo que involucra In formación de politionatos., presente en todos los 

thiobacilli que son quimiolitolróticos obligados y otros thiobacilli verdaderos 

como 171iohaci/flt.'t czcidophi/ú.\·. __ 

11. Un mecanismo que.no inv~tuéra-la formación'.de-~olitionBios----~b~~adO.:_en 
l'aracoccus sp... 1"/li~~aCillits-:~-~er.\"11l11s .'Y;. p~~¡~Je.mc~¡;~ ·,. ;;~i~h~¿;¡;~;~~:- · .;;~-¡,-e//1;.~ y 

171iohaci/ll1~· 1ep_ídc1t:i~;: .•. _· ~'~ · ~:~_Ob~~le :.~-~~~-.. ··-~ ~-~~ :-~~-~~~'n_t~~~-~\: ~~:-~/;~~~c~~~1s 
prevalezca en los::_ het~i~t~~~~·S -::_:f:í~~Ít~~i~~~'. (':l~i~~.t~.Ó_fi_~~S): Y~-ai~ · como 

l'aracoécu.-. ... p ... · e~ cual~ és· C8paz··cie ci-e~r au~Otróficam-~ñtC· so:~rC: t~-~S~t.~~io. 

A continuación se presentan·. las· 1-utaS · biOQuimiCas de. l~ _ o~idació_n _,-,~.~ s~Jfu~;~-.: ~.2S)_ .. 
CS::. S". S::O_j2 y S0.)2 por 111iohacil/11~~-(Ágúra 2) .. ·que son· u~c:>.de !ºs.-sist~~~.m~ 

estudiados y donde algunas enzimas de la oxidación se han -caracteriZado -parcialmente. 

(Suzuki. 1999; Kelly. 1997, 1990, 1982; Kuenen y col. 1993; Takakuwa.1992; Kuenen y 

Robcnson. 1991; Hoopcr y Dispirito. 1985). 

4.4.1 Sulfuro 

Sobre la base de Ja fonnación del producto final~ las diferentes vías reportadas para la 

oxidación de sulfuros se pueden dividir en dos tipos de reacción: 

a. azufre elemental como producto: s·2 
- Sº 

b. Sulfato como producto: s·2 - SQ4·
2 

El primer tipo de reacción se presenta en algunas especies de "fl1iohaci//11s y en 

bacterias fotosintéticas. La posibilidad que Ja oxidación de H 2 S en los thiobacilli.. se 
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presente extrncitoplilsn1icamente. lo ha sugerido J-loopcr y_ DiSpirito ( 1985)9 dado que se 

observa Ja precipitación de azufre clcn1cntal en el medio de crcchniento. Takakuwa ( 1992) .. 

repona que la sulfuro ox.idnsa en estos microorganismos se locali7..a. en Ja. fracción de 

n1cmbrana. 

Figura 2. Arreglo de las enzimas involucradas en la· oxidación·, de __ compuestos de azufre 
reducidos. El esquen1a está compuesto de las-reacciones-catalizadáS.por dife_l-entes especies 
de thiobacilli. (Hooper y DiSpiñtu,. 1985). · · · · · · 

4.4.2 Tiosulfato 

Las enzimas periplásmicas involucradas especificamente en la oxidación de tiosulfato 

por Parac<>cc11~; \•er.,.-,1111s (enzima A. enzima B. citocromo c552, citocromo c552.2 y 

oxidorcductasa sulfito: citocromo e también han sido llamadas sistemas multicnzimatico 

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

l'aracocL"l1:i.· vers11111.\· Cf"eccr autotS"óficamcntc con compuestos como el tíosulfato o sulfito 
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como lmicn fuente de encrgin. Este sistenla ha sido caracterizado bioquímicmnente lo que 

ha permitido aclarar el sistema de oxidación de tiosult"itto (Kclly._ 1997) . 

.a.5 INllllllDORt:S. 

Se han utili7..ado ciertos inhibidores para establecer las rutas metabólicas de thiobacilli. 

Los intern1cdiarios en la oxidación de compuestos azufrados se acumulan cuando su 

oxidación es inhibida; se sabe que la N-etitmaleimida (NEM) inhibe la oxidación de azufre 

elemental._ la N-óxido-2-N-heptil-4-Hidroxiquinolina (HQNO) y la antimicina A son 

inhibidores de la oxidación de sulfito (Hallberg et. al. 1996; Chan y Suzuki, 1994; Chan y 

Suzuki, 1993; Suzuki et. al. 1992). 

Los electrones de los compuestos reducidos de azufre. e~tran a la cadena respiratoña en 

varios puntos (en fi.Jnción del potencial de reducción de los mismos cOmpucstos reducidos 

de azufre) de acuerdo a Madigan et. al 1999. Los_ inhibidores de cadena respiratoria 

bloquean el transporte de electrones en sitios espccifiCOs. -El Ciá.riuro bloquea el transpone 

de electrones a nivel de citocromo c. 

Varios autores han utilizado el NEM . p~r~·'..,ta:i Ccarac~eñzación de enzimas y para 

establecer tas rutas metabólicas de la oxidación "de compuestos reducidos de azufre. En 

general. solamente Jos grupos sulfhidrilos de las proteínas más reactivos se combinan con 

compuestos que contienen un enlace doble activado para formar tioésteres estables; el NEM 

ha demostrado ser muy útil para este propósito (Riordan y Vallec .. 1971). 

Los inhibidores sulfhidrilos como el p-cloromercurinbenzoato ( 1 mM) reducen 

aproximadamente 73% de la actividad enzimática. Los agentes quelantes (bipiridil 1 rn.1'.t) 

reducen en 50% la actividad de la enzima. La inhibición con sulfito fue extremadamente 

fuerte causando una perdida de actividad del 500/o con Sµm. Los autores reponaron un 
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cfocto menos inhibitorio del NEM (1 n1M) con respecto a otros inhibido1"es sultñidñlos 

sobre la actividad de la enzima sulfito oxidasa en extractos de 111i<>hacil/11s thiopC1r11s. 

Asimisn10 .. estos autol'"cs ( I 970b) ~stUdiitl'"on el ·clbcto del NEM ( J-5 mM) sobre la actividad 

de la tiosulíato.·o~ida~~;~di;·:;:· -,J~~~>par11.\· .. <·rC(1ortando que- fue necesario un periodo. de 

incubación de .• -,~: fl1¡~~~-~S- ~~;a ¡.;.~r~~entar. lii i~hibición. Finalmente propuSicron una ruta 
:. , .... _ ,'" ...... .:: . ~> ' :··,. -. ,' .'. .. •., ... . , 

de oxidación pa~ .. Co~-púesl~~ inorg~~ico~· d~ tizufrc. Cuando se utiliza Íiosulfato como 
·; · .. ,-, .. . . . : . :- . : : . - - ~ 

fuente de enel'"gia~. éSt~ 'puede se·r· ~ ~etabol~zadÓ de dos formas. l) convertido a tCtrationato 

por Ja enzima tctrationatO oxidasa o 2) dividido para fbrmar azufre y sulfito. La tetrationato 

oxidasa parece ini".iar u~a ruta sccU~darin.. '?º" altas concentraciones iniciales de tiosulfato. 

Hazeu et. al 1988 reportaron que el_N-etiJmaleimida (3mM) tienen un efecto inhibitorio 

sobl'"c Ja oxidación del azufre. pero no sobre" .otros compuestos reducidos de azufre en 

111iohaci//11s ferrooxidans. Esto s_ugicl'"c que-, ~as_ e~irnas con grupos sulfhidrilos pueden 

estar involucradas durante la ·o~ida_c~ón_ --~~>~~fre_~C~~~ental al estudiar la pl'"oducción y 

utilización de azufre. etemen.tal ·i~t~~-~~~~~~-~~-~¡:.~~~~ Ja oxidación microbiológica de 

con1puestos reducidos de azufre P'?r T.fl!rr:ciox_~c!a~~I.~~-·· 

Chan y Suzuki .1994 éstUdi·~~~-la~~·~id~~~6~·,~~-ü~~~lfato por T. 1hiooxida11.~ Cl'"eciendo 

sobre azufre con células. cxtractoS · libf~s ·de células y enzima tiosulfato oxidasa. Usaron el 

NEM para establecer la ruta de ~~¡d'acióÍi del_S203-z. reportando que las células tratadas con 

NEM no fue.ron capaces- o~idar"azufre .. Las células de T. lhiooxidans pueden oxidar 

tiosulfato con uQ ~risUmo :. d~ 2; :m~1· 02' mol S2032
• Las células tratadas con NEM 

consumieron solamente.0.5 n1ot 02' mol S20J-:z de acuel'"do con la ecuación: 2 S:z0_,-2 + V:z 

0 2 + H:zO - s.06·2 + 20H-. Los extractos libres de células de T. 1hiooxida11s oxidaron 

tiosulfato en altas conccnt~ciones con 0.25 mol O:z I mol S:zo.,-:z. 
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1-fallbcrg et. al. 1996 est~diaron la oxidación de compuestos reducidos de azufre en un 

sisten1a de células en reposo con "/J1iohucil/11s ca/dus KU. en ausencia y presencia de 

inhibidorcs.Y desacoplantes., Los desaCoplantes 2 .. 4 7 dinitrofcnol (DNI>. 200JtM) y cianuro 

de carbonilo ~-:-clor<?fe~il hidr:-azona (CCCJ> .. 20 µM) no tuvieron efecto sobre la oxidación 

del tiosulfai~;--~'suS,'irieÍldo :que él" tiosutrS:to es metabotizado pcñplásmicamente .. Por lo 

contrario .. es~~~-: ~~~c~;~ant~s inhibi~ron. corríplctamente la oxidación de S406 -:z ... · s·?-.. Sº y 

S0.12 indican~~· q~-~ est~s- compúCstos sO~ fn~~a.boliz8dos en crcitoplasma·de 1:.:Cafd11.~:KU. 
- . ' ' .. - ; ., :'. ' . ' ~ ~ : : . _-. ' . '.,:,._· . -

El NEM (~- ml\.:'f). inhi'?ió la oxidación de· tetr~tio_~':'to y tiOs~lfai~:~·c~·L la<~~~~~--:~e ~azufre 

elemental. mientras que el N~><ido-2-hep;il-4-hidr.;~iq;,inolina (H.QNO, )() .IJM>' d~tuvo la 
- .... ' ' - ' ,. '· .. -· - . ., ,.. ' . . .. - : ~ -. -. - -- . ' . -

oxidación de tetrationato .. tiosulfato. y· azu·fr~ ~~-l·~~~~~t~-:'.~~-_.'..1~~-::~~:~:~~·'..·.~:~-~:;~ífi\:~~~-.E·~.~n~raron 
- - ·- , . ' .. - - ,. '.•-·· ~ ' . -_,-. '-~:.:i'-. -";. - -- . - . .• .- ' 

los siguientes intermediarios eri ·la oxidació
1

ñ -: dC·.: ·CompúCStoS-~.~ f-(;d~Cid~s ··de .. _ ázuf-rc:· el 

tiosulfato fue oxidado a tetrationato .. ~. -~~~:~~~.·~le'~en~~l--~~~.·~o~~~~;:~:~~nt:~,:~~: ~~idación 
de tetrationato y tiosulfáto y el ~lfito ~e e·nco~t~cf~;~~:~:~,·i~Í~~~~-~~~---d~~-~~-eta'.'?<)1is~o - - . -- - - - . --- - -- ·- ~--. - -- .- -;;- --~ . ·-- .. - -- . - ,_ . 

de tetrationato y azufre~ 

Visser et. al ( 1997-a) estudiaron el efeelo de inhibidor;;s, .entre ellos ei'NEM ( 1 mM) y el 
- __ . - ' .-.-- :,·.:. __ ~:>.·--~:.-·-~-·-::~·:_-. ,,-.. ·-

cianuro de potasio-_ ( 1 mM)~--sobre Ja -actividad enZ.imá_t~~ :.d~: __ Ja~ti;OSulfi:itO'. ~e~hid~OSénBsa 
aislada de 111iobacil/11s sp WS. La tiosulfato d~bi¡i~~~~~~:~··,~iiiJi~\:ia·.··-~eacción de 

oxidación del tiosutf'ato a tetrationato. Sus resultados ~osi~~~~·-:~~~)~~·~·d;ciÓn-de NEM o 

cianuro de potasio .. no inhibe la actividad enzimática. Estos mismos autores (Visser et. al. 

1997-b) reportan que no hubo inhibición del NEM ( lmM) sobre la actividad de la 

flavocitocromo e sulfuro dcshidrogenasa de 7ñiobacil/11.1· sp WS .. aún preincubando con el 

inhibidor durante S minutos a 2SºC. La adición de 25 .. 5 .. 75. y 95 % respectivamente. El 

cianuro ha sido rcponado como inhibidor de las enzimas de bacterias fotótrofas del azufre. 
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Suzuki ( 1999) hace una revisión sobre la oxidación n1icrobiana de compuestos 

inorgéinicos de azufre .. tanto de reacciones quimicas como enzimáticas. La oxidación de 

tiosultllto es n1as con1plcja .. existen al menos dos posibles rutas.· Una es la ··ruta que 

comienzan con la división del enlace . S-S por I~ rodanasa._ seguido por . la_ enzinla'· azufre 

oxidasa. En presencia de HQNO .. dos moles de sulfito se· acuÍnutaria.:l· p~Í-·~·un-- m:~1 ·de 

tiosulfato con el consumo de un· mol de oxigeno.· En presencia' d~I- NEM ·:~·I ,-ti~s~tfato .. 'Cs 

oxidado a azufre más sulfato con 'h mol de oxigeno. Eri aus~Ílcia:"dC'._:inhibid~¡.~~-~-~mbos 

átomos de azufre son oxidados a sulfato con el ~~ns.~mo.:~'~·;·~j~ :~~·i~fJ"~·~:-~'.~~~~~~o.-' La 
';'.:>·;:·;_.-:;:_ .. ··.« 

segunda ruta comienza con la condensación de doS moles dC tiOSUJfilt·c:;··'á't·~trátiO'nat~'P~r la 
.. '·· ·'·' .-~ .. - '· .,· 4•;,-'!";,.·:_.'-" ·-···--~····-· · .. - . 

con el consun10 de 1/2 mol de oxigeno en prescnci~·:.de:-~e.~:'.-P~-~8'.i_~~Í~ir.:,~~·~xidaciÓn del 

azufre. un resultado idéntico a la pñmcra i-uta. Si es~-á~·:~~¿s'¿~~'eS:.·~:~b~~··¡~hib~d:~res.,.-NEM 

y HQN09 en la primera ruta Ja oxidació~ de tio_~~lfat<;'i_"s~_·de!__Cndri~ ya q~~, 8mb~s:,re8ccioncs 

de oxidación de azufre y sulfit~ son in~·~~i'd~~ ~.cr~-·-n~·- ~~:--1~,,.-s~~~-~-~~- ruta..- ya_· que ta 

oxidación de tiosulfnto no es inhibida. 
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El l!studio de la oxidación de los compuestos reducidos de azufre utiliz.ando una cepa 

pura de 111iohacil/11.\· sp .. aportará i~tbrmación dC .:Jos pará111~tros .de oxidación. en 
' -· ·._ - - . 

quimiostato. Los datos obtcrlidO:S ·pcmtitirár- pfofu-ndizar en el conocimicrlto de los procesos 

biológicos desarrollados con el fin de :disminufr los probl~~as 3~bient.al~s ocasionados por 

este tipo de compuestos. 
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111. OBJETIVOS. 

3.1 OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar la oxidación de compuestos reducidos de azufre por 171iobacil/11s sp. en 

quimiostnto. 

3.2 OU.IETIVOS ESPECWICOS: 

Implementar el cultivo continuo de 171iobacil111.v sp. utilizando como fuente de 

energía al tiosulfato y al sulf"uro. 

Evaluar el erecto de la tasa de dilución sobre el crecimiento de 111iobaci//11s sp. y la 

oxidación de tiosulfato. 

Determinar, los fendimientos de cr~ci;niento. la velocidad máxima de crecimiento 

(µmax) y las tasas de oxidación de tiosulfato y sulfuro por Ja cepa. 
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IV. lllPÓTESIS. 

111iohe1c:ill11 ... · sp. puede ser 'cultivado ·.en cultivo continuo utilizando corno fuente de 

energía a el tiosulfato o al sulfuro. Lo cual permitirá determinar. los parán1ctros cinéticos y 

de rendimiento de Ja cepa par8 CstoS e:omp~estOs reduc~dos de azufre. 
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V. l\IATERIAL V M¡;:TODOS: 

5.1 MATERIAL. BIOLÓGICO: 

La cepa pur~··de 711iobacil/11 ... · sp. fue proporcion.ada por el laboratorio W-107 de 

tra1amiento de ~fniSi.~·.:ies s~~·OSas Cn la UAM-lztapalapa. Este microorSanismo se obtuvo 

de un consorcio sulfoxidante_ y-fue identificado por meto~ologias moleculares. 

5.2 MEDIO DE CULTIVO 

Los microorSani~~os·se cr~Cier'?n en un me~io ~eScrito:p~r ~u_blette.(1987)., utilizando 

tiosulfato como:·fucnt~ de:,cne~gia;:_ El Íi_osulfato de sodio se utilizó com'o modelo de estudio 

en el trabajo., ~ado_-que:.·pe"!lite ·su ·manipulación sin riesgos asociados a toxicidad. Es 

importante señalar _que este compuesto se ha utilizado como modelo para estudios de la 

sulfoxidación (Sublette, 1987; Ste!Tes y col.. 1996; Kelly y col.. 1997). 

La composición del medio es el siguiente: 

COMPUESTO 

Na:HPO, 

KH:PO, 

MgSO, 7H:O 

NH,CI 

CaCJ, 

Mnso .. 
FeCI, 

NaHCO, 

Na2S201 

45 

g/L 

1.2 

1.8 

0.1 

0.5 

0.03 

O.O:? 

0.02 

1.0 
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En este medio se utilizó con10 fuente de nitrógeno el cloruro de amonio .. mientras con10 

tücntc de carbono el NaHCO, el cual tüc esterilizado mCdiantc filtración y adicionado al 

recipiente en fresco. Y como únicu tUcnte de energía .. como se n1cnciono anteriormente fue 

el tiosulfato de sodio. El pl-1 final del medio fue de 6.5 a 7. 

5.3 INOCULO. 

Para las cinéticas de crecimiento se utilizó el siguiente procedimiento: 

En matraces Erlcnmeycr de 250rnl con t 00 mi de medio .. se inoculó con· 0.1 mi de 

glicerol. Se dejaron crecer por 2 días a pl-I 7 .. a temperatura JOºC y se agitaron a 180 rpm. 

Después de 48 horas (fase estacionaria de crecimiento). los cultivos.- proveni~ntes de 2 

matraces se centrifugaron a 1 o.ooo rpm y se resuspendicron en una solució'.1- salina CStéñl al 

0.85%_ Posteñormcnte se llevo a una DO (densidad óptica) de 1· para su posterior 

inoculación en matraces y en el reactor. 

5.4 CULTIVO CONTINUO. 

Utiliz.ando un reactor .. Applikon ADI, -1030.: se·,. inició ei-_-culÚvo continuo del 

microorganismo~ Se utilizó una concentraci~ri inicial: de tiOsulfat'?. de 1 O gil. El cultivo se 

inició primeramente en Jote y cuando Se., .. ~.i~ó :· 1~. :-. f~ ,;· estacionañ~ se inició la 

alimentación continua del medio mineral ~,: ~iéri1· ;:,~ ~~.'~-~~cl~r.:.:: LaS condiciones para su 

desarrollo fueron a pH de 6.5 y a una t~mper~l~~~~~:::.-~~Q~~:~ _I¡: co-ntinuación cuando el 

cultivo continuo se encontró en fase estacionaria -se·cvatuárÓn: 

Diferentes tasas de dilución (d.1): 

0.12. 0.3. 0.7, 1.5, 2.2, 2.5. 3.2. 3.8, 4.S. 4.8, S.2. 6.0. 6.8. 7.4. 7.9. 9.2. 9.8 
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Las concentraciones de tiosulfoto utili7.adas tüeron (g/L): 4.5 .. 2.25 .. y 1.JS. 

Los estados estacionarios se tomaron cuando transcurrieron de 3 a 5 tiempos de 

rcsidcncia9 como mínimo. 

5.5 ESTUDIOS DE RESl'IROMETRIA. 

El inoculo utilizado para los estudios de respiromettia se preparó de la siguiente fonna: 

Se tomaba efluente resultante del reactor .. el cual fue centrifugado y resuspendido en medio 

mineral sin tiosulfhto y sin fuente de carbono o en su caso se utilizó solución salina al 

0.85º/o. Para evaluar In velocidad de oxidación para el tiosulfato se utilizaron las siguientes 

concentraciones: l. 2.5. s. 10. 15. 20. JO. 40 mM. Mientras que para el sulfuro de sodio 

fueron las siguientes concentraciones o. 0.1. 0.3. O.S. 0.75. J. 1.5. 2. 3. S mM. 

La técnica se basa en la medición del consumo de oxigeno como una m~ida indirecta 

de la oxidación de los compuestos reducidos de azufre en el microorganismo estudiado. El 

oxigeno se midió utilb.nndo un_oximctro_,YSI mod~lo 5300. El_procCdi_~icntó se describe a 

continuación: 

1 . En un matraz. se aireo la solución buffer de fosfatos a pH de 6.5 por 

aproximadamente 30 minutos. Esto con el propósit~ de saturarlo de oxigeno. 

2. Se calibro el equipo y en el reactor con capacidad de 1500 uJ. se colocan 1300 ul de 

butrer. mas IOOul de cada sustrato a evaluar, y IOOul de células resuspendidas en 

solución salina al 0.85%. 

3. Se mantuvo el reactor en agitación. a temperatura de JOuC y pH 6.5 . 
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4. Se n1idió el consu1no de oxigeno contra el tiempo. 

5. Se calculó Ja tasa de con.sun10 de oxígeno(mg 02/n1in.) por medio de la pendiente 

del consumo respecto al tiCmpo·. 

6. Finalmente se ·calcularon' las·"velocidades.de. oxidaciÓn:'dc .los_ sustiaios: (n1g de . . . . - .· . 

tiosulfato/g ProtCi;.a mi.n.)· de acuerda·· a la ~stequiom~iñ~··g1~bal _-dc·la ·reacción de 

oxidación . de • los compu~stos. r~ducid~s ·~;, ~~§e .conslde...'lldo la biomasa y la 

corrección pilra -,iá. respil-a~ió~·.·-~~dó-~~-ml~}-'Est-~ : .. ¿Júma se calculo midiendo el ··- ··-:.·,-·· .- .. ' \·· ·'" 

consun10 de oxig~~o ~-¡~ s·~stra~~(~:~:~-~ii,-~i.\r~~c!io-con células sin fuente de energía 

se le midió et consum~_del .. ~xi~~-~-c:>-:.;~~·~~~'.~~::~l tiempo. 

,_:, ... _ •••• 2 __ '._ •. 

5.6 EFECTO DE LOS INHIBIDO~ES EN LA CADENA RESPIRATORIA • 

. -- - '. . ~ ... _:·.'_· .~ . : __ -

Para evaluar et efecto d~_ ~~~: iO:hi~id.or~- sobre Ja cadena respiratoria de los compuestos 

reducidos de az':'-fre.- Ó1Cdiantc ~C~ÍJ~ió~:~· d-c reSpiron1ctria. fueron utilizados. NEM (N-

ctiln1alcimida) y Cianuro c_fe sodio· (NaC~), las concentraciones usadas fueron: 

Con tiosulfato: 

NEM: O. 0,1. 0.3, o;7S. 1 .. 2 mM 

NaCN: o. o.ozs;o.os. 0.075. 1. i:s. 2. s. 10 mM 

Con sulfuro: 

NEM: º· 0.3. o.s. 0,75, 1. 1.s. 2 mM 

NaCN: º·o.os. 1. 1.s. 2 mM 

Se utilizó tiosulfato ( 1 O mM) y sulfuro de sodio (0.5 rnM) como fuente de energía. Se 

siguió la misma metodología descrita en los estudios de rcspirometria descritos en 5.5. 
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5. 7 1\1 ETOl>OS ANAUTICOS. 

5.7.1 RIOMASA 

La biomasa se detcm1inó indirectamente por su contenido de proteína. Esta fue 

cuantificada por el método de Lowry (1951) utilizando una curva patrón con albúmina de O 

a 500 µg/ml. 

REACTIVOS: 

A: CuSO. SH20 al 1% en 1-hO 

B: Tartr.ato doble de Na y K al 2% 

C: Naco, 2% en NaOH 0:1N. 

D: 1 A+ 1 B (preparar cuando se utilice) 

E: 1 D + SO C (preparar cuando .se utilice) 

Folio: t: l con H~~ ~ cP~~-pa~ar cuando se ulili~e) 

PROCEDIMIENTO: 

1 ) Tomar una alícuota de la solución problem~ y colocarla en un tubo ·de ensayo 

2) La aUcuota anterior debe ser llenada a un volumen de J mi con NaOH 0.1 N 

3) Calentar- en baño maria por 5 minutos 

4) Enfriar en el refrigerador 

5) Agregar S mi de reactivo E. agitando vigorosamente 

6) Reposar cada tubo por 10 minutos 

7) Agregar 0.5 mi de reactivo de Folin ·c1 1 con agua). y se agita nuevamente. 

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

9) Leer a 590 nm 

Construir una curva csuíndar para la cuantificación de proteína. 

5.7.2 CUANTIFICACIÓN UE SULFATOS (S0,"2 1. 

UETERMINACION DE SULFATOS POR EL METODO TUROIDIMETRICO. 

El ion sulfato en un médio de 1--ICJ y cloruro de bario9 fonna cristales uniformes de 

sulfato de bario. La absorbancill de In solución es medida por nefclomctria y la 

concentración del ion sulfüto es determinada por comparación de la lectura con una curva 

estándar. 

REACTIVOS: 

1) MEZCLA DE REACCION: Mezclar 30 011 de HCI concentrado. con 300 mi de 

H 2 0 destilada. 100 mi de alcohol isopropilico o etílico al 95% y 75 g de NaCL 

Posteriormente se mezclan con 50 mi de gliceroL 

2) Cloruro de Bario: cristales de tamaño de malla 20 o 30 

3) Solución Estándar de Sulfato: Se disuelven 147..9 mg de Na2SO-c anhid.-o en 1000 

mi de H::O. Se hace una curva con incrementos de concentración de 5 mg/J en un 

rango de O - 40 n1gll. alrededor de 40 mg/1 la exactitud del n1étodo decrece y la 

suspensión de BaS0-1 pierde estabilidad. 
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PROCEDIMIENTO: 

1 ) Colocar 99 mi de 1-1:.0 destilada en un n1atraz crlenmcycr de 250 ntl. 

2) Adicionar 1 mi de muestra. 

3) Agregar S mi de ntczcla de reacción. 

4) Agitar. 

5) Adicionar .1 g de cristales de BaCI. 

6) Agitar por 1 minuto exactan1cnte a una velocidad constante. 

7) Medir la absorbanéia a 420 nm·. Medí(- Ja· turbidez generada a intervalos de 30 

segundos durante ·4 minui:Os pofquc el máximo de turbidez ocurre durante los 2 

primeros minut~s y_ la lectura constante de 3 a 1 O minutos. 

5.7.3 TINCIÓN DE GRAM. 

Esta es una tinción diferencial usada para demostrar las propiedades tintorialcs de 

bacterias. Las bacterias gram positivas retienen el colorante de cristal violeta después de la 

decoloración y se ven de color azul oscuro. Las bacterias gram negativas no son capaces de 

retener el colorante cristal violeta después de la decoloración y se contratiñen de color rojo 

rosado con el colorante de safranina. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Se hace un frotis delgado del material a estudiar y se deja secar el aire. 

2. Se fija el material en el ponaobjetos pasándolo 3 o 4 veces a través de la 

llama de un n1echero de modo que el material no sea lavado durante el 

procedimiento de tinción. 
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3. Se coloca el frotis sobre un soporte para tinción y se cubre la superficie con 

solución de cristal violeta. 

4. Después de ..... n minuto de exposición al cristal violeta se lava totalmente 

con agua destilada. 

S. Se cubre el frotis con solución de yodo gram durante .... 1 .... minuto. Se lava 

nuevamente con agua. 

6. Se sostiene el frotis.en.ti-e lo'S dCdOs ·p~lgar e:indice'y se cubi-e la superficie 

con unas gol.as ·de_~. dcC_ol~r~rite. , de·-· ~¡c~~~o·l ·ry·. ~~;.torii·: l:Ja,sta·.º.quc·· -"no se 

desprenda color violeta;· 

7. Se lava con agua coi-rl~ntc y sC ~oi'ocié~~i~~.~~; .. ~~:;~-~/~op~~·~: Se ~~bre la 

superficie con contratinCión ··~·e: saf~~-~~:~:~·~du~~·~~~;~º·i~·~.~-~~i~Jt~>~~ Ja~a coR 

agua corriente. 

s. Se coloca el preparado en posición ~erticiil d~j3~~~.-.q~c?:·~~Cne·et exceso de 

agua. 

9. Se examina el frotis al microscopio. 

5.7.4 MICROSCOPIA t:LECTRÓNICA. 

Se realizó Ja observación directa en el Microscopio Electrónico de Barrido (SEM de 

Scanning Electrón Microscope). del 1J1iobacill11.s sp. con el fin ·de observar su morf"o1ogía. 

La preparación y observación de las muestras~ fue realizada en el laboratorio de 

Microscopia Electrónica del Edificio W de la Ciencia y Tecnología Ambiental (UAM-1) y 

apoyadas por el especialista encargado del microscopio (Dr. José D. Scpúlveda Sánchez). 
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La preparación de las n1uestras se efectuó de Ja siguiente manera: 

1. Las muestras. se n1antuvicron en refrigeración -con·- glutnraldehido al So/o por dos 

dias. 

2. Al tercer día. se realizaron Java-dos _cad'a 15 r.:ifrluios a·.10 .. ooo:rprn~ COn solución 
~. . . .. _;_: . ~- :.· .: ' . 

amortiguadora de fbsfatos 0-~1 M (pH 7.2 ._ 7.4). hasta eliminar el glut~ialdehido. 

J. Posteñorn1entc· se. -agícgó Tctróxido de osn1~0 . ~~~~~~~¡:~~jci'~ · la muestra en 

rcfrigcraciÓn por una hora. después de transcurrido·-~'.~s~--~ii~·~:P~ .. ~ nuevamente se 
. ·.,-,- ,.·-,-. 

llevaron a cabo lavados con solución amortiguadora para climitjar,ét fijador. . - . ,, :·. . ,. 

4. LaS muestras libres· de fijador, se deshidrataron utiliza~do·cÍ~nOl~o aéetona al 30, SO, 

60,. 70. 80 .. 90 y 1000/o; lavándose las muestras do~.-.V_cc~s ·'?º" cada una de las 

concc~traciones, cada lavado con un tiempo de veirlte minÜtOs. 

5. PoSteiiormcntc las muestras se secaron utilizand~ la._téc~i-(;a .. dC s~cadO~ por-punto 
' ~--- . - . - : . : -' . - : 

critico, donde el etanol es desplazado por dió~ido ·d_e· carf?ono, ·fluido_ de transición 

prcsuñzado. 

6. Finalmente Ja muestra seca se mOntó en un, sOPorte mC~iinCo mediante cinta de 

carbón y fue recubierta con 3 destellos de carbón y 3 destellos de 50 segundos de 

oro~ quedando lista para su observación. Mediante esta técnica el haz de electrones 

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). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION 

b.1. Uli.M..:RlPCION DIEL MICROORGANISMO. 

Con la realización de la tinción de Gram. una de las más empleadas en bacteriologia,. se 

pudo observar que los microorganismos son bacilos de co_lor rojo rosado por lo tanto gram 

ne~tivos. El tamaño es de 0.3 µ.m de ancho por 1-3 µm de largo de acuerdo a la misma 

tinción y la micrografia elecuónica (Figura 3a y 3b). La identificación por RNA 16 S,, 

mostró una alta similitud al Halothiobacillus tieapolitarru.)· en un 97°/o.. y al 1hiobacillus sp. 

W!> en un ~4'Yo. (.K.awasa.k:i. L. y col. 2003,, en preparación). 

_,-:-·:;.,-~- ~;-,,.. 

-~-~=· 

Figura Ja. Microscopia electrónica de la cepa pura de 1'hiobacillus sp. X 15000 
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,.,,º~<~ "'il 

Figura 3b. Microscopia electrónica de Ja cepa pura de 771iohaci/111-"'· sp. XJOOOO. 

De acuerdo a la literatura.. Jos thiobacilli son bacterias grarn negativas que poseen una 

región denominada periplasma como parte de su envoltura celular. El pcriplasma esta 

situado entre la membrana citoplasmática y la membrana externa de la célul, que mide 

aproximadamente 65 A. el cual representar 20"/o del volumen celular (Ferguson, 1991). En 

el periplasma se presenta como una fase gel que contienen peptidoglicanos y es ahí donde 

se localiza numerosas proteínas del trasporte de electrones. La mayoría de los citocromos e 

se encuentran en el periplasma. Otros citocromos (b, a, aa3 y otras oxidasas) así como otros 

acarreadores de electrones y protones y las enzimas como la ATPasa están localizadas en la 

membrana citoplasmática. La reducción de oxigeno y la síntesis de ATP toma Jugar sobre 

la superficie interna de la membrana citoplasmática en función del movimiento de 

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

Volkmar. B. 1978). Muchos de los sistemas enzimáticos para la oxidación de sustratos 
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inorgánicos por quiiniolitótrol"os están Jocalizad~s en CI lado ·pcriplásmatico de la 

membrana citoplasmática. Esto se ha propuesto como un .Principio general ·en bacte~as que 

generan gradicnlcs de protones de Ja oxidación de sustratos,. sin1~lcs. incluyendo 

compuc.ios de un átomo de carbono (CO) (Kclly. 1997) ... 

Una característica de crecimiento se define ·~or la.~orin8 de-obtención.de la energía de 

crccinlicnto y la fuente de carbono. Este_. m.icroorg'anis!Jlo es un quimiolitótrofo es decir 

que oxida compuestos reducidos. por cje~lPlo'-JOs-,~~mPuestoS de azufre comO el tiosulfato 

(conlo se muestra en las reaccion.eS rcP-~naci~S p~r KCn~.,(~990). para obtener energía. 

H:S + 20: -> 80"·= -733 kJ/mol 

s,0,2
• + 20, + H,o 80º"= -739 kJ/mol 

.. :, ' 

s .. o,.::· + 3% O: + 31-1~0·._->· ... 4SO.i: .. _ + 6H+ 80''"- -1245 kJ/mol : '--,-:-., ... 
S, + 120: + SH:O -'> ': SH:SO~ ·,· 80º"= -389 kJ/mol 

- :·. :: "":'·: '-~ -· ·: 

HSO) + 1/20,-o:=,; • sé:i:.',,:+'•¡H~' 80º"= .-217 kJ/mol 

La fucnte·.~c carb~~~:q~·~:~.~-~i~i~li'.es-:_car~ono inorgánic~ (C02) por lo qu~ es un 

organismo aut_~tro.fo<.~·~::h.~~~~~~B~.~:~cÍ~'qu_c en presencia dc_co:·mpuestos· org~nicos se ve 

afectado su. crcCimi-e-~i~' 00Ú~-~~~"cl~~:· 1~·.'.~·f999)-. LciS c,;-~d,iCion,eS_, ój)tilnas para su crecimiento 

son: a un pH de 6.S. ,;,,;,peraiur~·i¡ JOºC (Mónica R. 2001). 
; ~:-: ; ... 

6.2 CINETICA DE CRECIMIENTO. 

En la figura 4 se. presenta cinética de crecimiento, del. Thiobacil/11s sp; _durante la 

oxidación de ·tiOsulfato_ de sodio (2.7 g/L) como úni_ca f"ue~te. de energía en cultivo en lote. 

Se puede observar que el pH disminuye lentamente durante las pñmeras 24 horas. esto por 

el periodo de adaptación del microorganismo al medio de cultivo,. hasta alcanzar un valor 
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di.! 3.5 uproxi1nadan1cntc a las 48 horas. Esto debido a la producción o acumulación de 

sulfatos (1-hSO .. ) en el medio de cultivo. Posteriormente el valor de pH se mantiene 

constante por el agotan1icnto del sustrato (tiosulfüto) además de que coinc~~c .~on la fase de 

muerte del cultiVo. _La activad.ó1_1: y .la o~id?ción !>iológica del tios1.;1lf~l~ .·ª- s~!f~~<?·.~·coOlo - . - - . 
producto final (Suzuk.y .. 1999). son da~os por este microorganism~ su~fo,¡idant~~~después.·de 

las 12 horas. A las 48 horas'(donde se alcanza el máximo valor.de proteína;· l~~-n:'g/L) se 

da inicio la fase estacionaria, donde nonnalmente .. el factor Iimitaii.te es tá·f"alta_o carencia 

de un determinado nutriente esencial que llega a agotarse totalmente en 'et mc~dio de Cultivo. 

Tan pronto como esto ocurre. cesa el crecimiento y las células entran a la fase estacionaria 

(J.F.\Vilkinson. 1976; Madigan. T. et al 1999 ). La producción de sulfatos dentro de las 24 

horas. detcnninada experimentalmente .. fue de 1 g/L .. alcanzando su máximo a las 36 horas 

con un valor de 4.5 g/L (conversión completa de tiosulfato a sulfato). Este valor junto con 

el de pH pennanecicron constantes al final del cultivo. 

~6 

~5 
g 4 

~3 
2 

o 
o 12 24 

60 

------.± 40 ~ 
.<:: 

36 60 

Tiempo (h) 

---4--PH --6---Sulfato -a--Protalna 
-------------~----·-------·-------·-----··------

Figura 4. Crecimient09 pH y producción de sulfatos por 711iobacil/11s sp. con respecto al 

ticrnpo. 
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,...:; '-.:ULTIVO CONTINUO DIE T1r~ sp. 

6.3.l DESCRIPCION Y FUNCION DEL REACTOR. 

El reactor (Applikon ) que se muestra en la Figura 5, consiste en un tanque de io111w. 

cilindric.a venical de capacidad de 2 L.. cerrado herméticamente. El aparato cuenta con 

mecanismos para controlar el pH .. temperatura.. la adición de medio fresco y oxigeno_ Para 

ello se adaptan censores de temperarura. oxigeno y pH. También cuenta con un agitador de 

doble propela que se controla automñticamente. El agitador tiene deOectorcs que están 

unidos o próximos a las paredes del recipiente. Este reactor es controlado 

independientemente por un dispositivo nombrado Biocontolador (Applikon ADI 1030). 

Este a su vez puede estar conectado a un software. con el cual se pueden controlar y 

observar los parámetros de interés mediante valores y gráficos. 

Figura 5. Sistema utilizado para el cultivo continuo de Tlriobacilha "I'· 
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El recipiente se adaptó con una salida de liquido a una altura para mamcncr un sistema 

continuo. La salida del reactor consiste en una mezcla en cquilibdo o ctlucntc (contiene 

organismos y nutrientes en las mismas condiciones bioquin1icas y fisiológicas 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 añaden a los que crecen en el reactor, manteniendo de esta manera 

un nivel constante en el reactor. La evacuación de las células y sus productos en igual 

proporción es por gravedad. los cuales son recolectados en un recipiente de recolecciÓn. 

6.3.2 FUNCIONAMIENTO V OPERACIÓN DEL REACTOR. 

- . . ~ . '_ ' - . 

A~itación:. Lá acción· de ia:. a8il~Ció'n· en este proceso -aerobio Sirve· :Para. 'dispersar el aire 

estéril introducida:· en :rci~a-:·:d~:;:,~~f.~~ja~~-; por~.-tod~s·~ Ías.- ~~~a~--}~el -~-~p'Ó0~ito:·_ A.demás la 
' - . _- -·- . ., - ... ·- .· .. l-- ---, .. o·-- , • -

agitación. piop_~rc~~ñ_a_i~~a ;_~e~~·~~~~·~tl'.~!~-~~~~~~~:~~-¡~f~~~~~~~!~~~~~~:~n·'.~~~-:-~~~-~. ~~I medio 

nutriente. Y au~ent~- I~ '·v~l~,;id'a_d·:d¡;··t~n~r~~~~~i¡:;~d"~ ·o;·:·y.-:~~try~~lC~- desd~ ·e~-- medio a las 
. . , _, ' 1'·--·-···;.':.,_ .... ,.,.,,. ,,; ·-.-. ". ' 

células y a la vez. l;,s prod~ct()s'.deit.is ;,;¡lulas' a(m.,dio .. EI · ~gitador cs. en esencia. un 

mecanismo:·~~~~ .trai~~ii'i~:~~c~~ár~~/~~:~~,~¡~1~~i:;:~~~:~~~~~~:i~~~, ,de~cnde de ta configuración 

y de los otros compon~·;.;,. ~"' ¡~~e~~~cÍor (wise;,,an A. 1986). 

Aireació1~:·-~-Ef- s~~i~i·~l~~ ~::~~~J\~~i~~~,~:~ n::~~. n::JCdiante el uso de una bomba~ el cual se 

suministra~~-~·-._t~~é~:~:--~~~~~~·~--~;J-~f~~;~:~en':·~~nde las burbujas ascendentes de aire ayudan a 
'·' ' ',• ~'' ,.- ,·.e-> --->'~~--·."." 

realizar to~~ J~: i}i~~~a'·. ~~~~~~~:;Y .. _que junto con la agitación ayuda a ta rápida disolución 

de el oxig~n~.- ~~-.--~~.\~:~~i~~·'.·~l_'~·r·~ suministrado se esteriliza generalmente por filtración ya 

que la esterilización _por cal~r. resulta antieconómica. El oxigeno es ligeramente soluble, lo 

que hace que se deba suministrarse de manera continua. 
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Ambos panimetros como se menciono antcrionnclllc. t1.1cron controlados mediante sus 

respectivos controladores. 
. i . • 

Ten1pt•ratura. La temperatura del reactor tanto:cn·.Cultivo en·lotc como el continuo. se 

controló colocando una camisa a·lredCdor: ·:-~.~·--'.~~~~.~.~-~ -,~:·:·.~-~·-:~~~::s.c_~~o~~~-y :-~~tos.-3 su vez 

controlados por el Biocontrolador a ·una_'.;.'.~~-~~-~~:l·~-ra):d~~~o~~-i~a,·;dc.-.crecinliento- del 

microorganismo de 30"C9 temperatura ~~'.;l~1-~E~~-~':)~-~~~~~~~\"_;~~t~~~i.~~s_e y·-_desarrollar su 

actividad metabólica. Si la temperatura_;·~·~· S~~::~·ariti~rt-;;:-pü-d"(;~-p~o~~~a~: b~jo~ rendimientos. 
. . . . ,;,, .. <:~! .: ' • - . --- .. . -· 

perdidas de los productosº~ incluso~·-·p~~c:J:Ué~~-~- i~8~-~~U8d0~::~ 
'.,-·.: 

Fluidos. La adición de fluidos.- (~-~di~::_~i~~;~l-9:·,:s61~~i0~-~5".,'á·'ci.da·~-Y·: básica) 'al cultivo fue 

mediante bombas propulsoras dC ta: sUU~ Ma"St~l-flCX:: .. ias.:· cu~iCs --~~i~n· · CO~tr018das por el 

Biocontrolador. ·-_.; .- -. . . ,;,·_ 

1111. El electrodo de pH se est~rilizó9·J~nto con el _rCa_~~o~; ~~~.~~P~-~2~ ~~~i~<:>_-"a: éÍ~e du_rante 
, - .. - . - . ·: .'.,-. ·'-'. ; ·. ,_, ,' ~·.:. ''. : 

el periodo de crecimiento-hay un descenso del pH9 Cl ajUstc;dcl pH.a~6 .. ~ eri el.medio de 

registro del biocontrolad~r. 

Esterilización~· Para una operación aséptica del reactor fue necesari0."estcñlizar el medio de 

cultivo .. el tanque y sus conexiones (electrodos de pH y 02~-- Para coOseguir la esterilización 

absoluta del aire se paso por un filtro estéñl con poros o aperturas de 2µm que impidan el 

paso de partículas pequeñas9 por lo cual se sustituían con írecuenci~ manteniendo siempre 

condiciones estériles. 

Et medio mineral se ajusto a un pH de 6.5 a 7 previo a su esterilización. El bicarbonato de 

sodio fue esteñlizado de manera independiente por filtración. La composición de este 

medio es una imponante característica en los rendimientos de biomasa y producto. 
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Los fluidos de control deben ser estériles. aunque en el caso del ácido (1-ICI) y In base 

(NaOH) .. utilizados para controlar el pt-1 (6.5 en el 1nedio de cultivo) .. ya son estériles por si 

solos cuando se encuentran a concentraciones suficientemente elevadas.. por lo cual 

requieren una dispersión en cultivo .. de forma rápida y eficiente (Wiseman .. 1986). 

Oiocontrolador. Las condiciones de operación de 'Jos contr~lcs en ~t bioContro1ador de los 

parámetros Cueron: pl-I 6.5. temperatura a JO"C .. oxigeno al 1000/o)~- El .contr-ol de la 

agitación fue variando .. dependiendo de las tasa de dilución empleadas en el sistCma._ 

Inoculación. Antes de iniciarse el cultivo en lote. el reactor con el nutriente se inoculo con 

células de Ja cepa pura de 111iobacillu ... · sp. conservada en glicerol .. mantenicn~o condiciones 

asépticas. Las conexiones tanto del reactor como las del biocontrolad~r~ pH .. <electrodo. 

soluciones ácida y básica con concentración de 1 N) ... electrodo de. oxigCnÓ .. ~temperatura 

(sensor y camisa) .. asi como el agitador se colocaron en sus respectiv~~- lugares~·: 
~ - -~ -. ' 

Posterionnente después de aproximadamente d~s días de:~ a~ti~w:_~ ~ Y. __ multiplicarse Jas 
, . . ; . - . - . 

células en cultivo en Jote. sin la adición de medio _ minéraJ. '·y teOer .-bajo : control Jos 

panin1ctros (pH. Temperatura y Oxigeno). se iniciO.et c

0

ultivo· ~o~:~'~n-~1~-~~ .. :~: 
En este cultivo continuo se comenzó ta·a1ime

0

~tac:~·~n:·:de;·.:~~·~¡~~·~-¡~-~~-.~~térit de manera 

continua .. con un pH de 6.5 a 7,,, el cuaL Se: sunl"iitistro al sistema, a un flujo constante. 

agitado homogéneamente. e inicia~do"~:-~n fluJ~s muy lentos .. esto para lograr Ja 

estabilización del sistema .. logrando esto en·'cada tasa de dilución. Los estados estacionarlos 

se tomaran cuando hayan tran~~~dO _d~ ~·a S tiempos de residencia como mínimo. De ta 

misma forma que en el cultivo:~ Jote,. se controlaron Jos parámetros antes mencionados. 

En donde el cultivo se m~1tip1i~_·en las condiciones optimas de crecimiento. El medio de 

cultivo al salir de la va~ija man~~·~~·e ~t nivel constante .. por lo que en estas condiciones,. Ja 

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 evolución del cultivo continuo 

se evaluó en cada aumento de la tasa de dilución~ Por la producción de biornasa y de In 

oxidación del tiosulfoto a sulHuo. 

Descripción del cultivo. La alteración de la conc_e1~tf8cióñ de tiosulfato en el.medio~· es_ con 
.~- . ~- .: 

la finalidad de evitar la formación de azufr~"' por.la .satu~ción del·sustr8to en· el medio de 

cultivo. por la alta tasa de dilución y. a_' la· .. poca saturación. de oxigeno en el mCdio .. ·El 
. - ' - . 

sistema en cultivo continuo. una vc..:z prCparado. se j:>uede mantener durante rÍleseS .. tomando 

las precauciones para in1pcdir· la~ ent~a'da de contaminantes (utilizandO condiciOnes 

asépticas). 

Las condiciones optimas par~~· ~I -~ c~e~imiento y la fonnación de pr~du~to.S -·-son .. · con 

frecuencia. diferentes en té~i~'?~ dC.-pl~~ .el grado de aireación Y ta agitación,·i-~q~crida. Por 
.'> ·.' 

lo que puede ser necesario-: ~~bia!"_·-. c5:lt;1S variables de opcrnc~ón durante" el periodo del 

funcionamiento del reactor.(B;·.Atkiri~~. 1985). 

En este cultivo continuo. - ~~~ "·;~~·~~ro_n . d:i~~_rcntcs tasas , de·. c:lih.'!ción.. Ja oxidación del 

tiosulfato a sulfato. la producci,ón de bi~masa .. y cs.tudios ~e respirometria con el .fin de 
. . 

evaluar su actividad sulfoXidantc. asi como el rendimiento. 
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<>.3.3 HIOCONTROLADOlt. 

El biocontrolador ADI 1030. es un controlador capuz de rncdir y controlar hasta 4 

parámetros. Consta de un menú principal: 

ADI 1030 MAIN MENU BIOCONTROLLER 

PROCESS 
1 

MANUAL 
1 

PARAM 
1 

CONFIG 
1 

UTILITY 

FI 
1 

F2 
1 F3 1 F4 1 FS 

El l\.1cnú PROCESS se utiliza para 1nanipular lazos de contr-ol. 

,_ CONTROL: pH .. temperatura. dO:. Nos indica que parán1ctro esta en el modo de 

operación de ON y OFF. 

;... SETPOINT: Nos da infonnación relevante sobre el control los 

panintetros con Jos cuales se controla el sistema. Por ejemplo: 

PH = 6.5 • Tcmp. = 30"C. dO, = 70.00 % 

,_. DlSPLA V. Indica los Dosc Monitors .las sa1idas en estado de ON y OFF. las salidas 

controladas. además el tiempo del proceso. 

El Menú MANUAL se usa para: 

;..... CALIB: calibra los sensores de pH ... Temperatura y 02 disuelto. 

;.. D.RESET. Reinicia los valores de los parámetros o el sistema completo. 

;... OUTPUTS definidas como TIMER o en el modo MANUAL. En el modo TIMER 

se controla mediante un tiempo prograriiado para su runción durante el 

funcionan1icnto del reactor. 
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El Menú PARÁMETROS. Se usa para cspccilicar Jos parilmctros de entrada y control. Por 

cjcntplo: 

:,... pH: setpoim 6.5. Lo\v alarnt O,. 1-ligth alarnt 14 

;. Tcmp. sctpoint_J~ºC. Low·a1am1 o. l-ligtÍt.nl3:rm-_~50 

;.. D02. setpoint 70.0. Lo'v alann O,. 1-ligth alarm 100 

El Menú CONFIGURACION. Se usa para especificar: 

:;.... SETUP. Se usa para Ja asignación de salidas para Jos lazos de control. alarmas .. 

timers. registradoras y acciones manuales. 

:;.... SERIAL. Selección impresora / computadora. tipo de interfase y datos fbnnato I 

velocidad. 

:,.... DOSE MN. Es un administrador del monitor tacto~ y asignació'." 

:;.... VIEW. Nos indica como están controladas_.º las salid~~-dc·nuest_r_os parámetros. 
- ---- - . 

:;.... OUTPUT: Nos indica que salidas es~ári.. contr~_la_da.s y c_uales están bajo un 

temporizador. V así mismo que salí.das s~ enc~entran· definidas. 

El menú UTILITY. Se utiliza para funciones adicionales para fijar tiempo fecha y clave de 

acceso. 

;.. VERIFY. Proporciona infomlación.de la versión del equipo. 

;.. TEST. componentes de Ja memoria c1 canal en serie. 

,_ RESET. Para reiniciar parámetros o el sistema completo. 

:;...... LOGPUT. Es una clave de seguñdad para los parámetros que han sido establecidos 

en la configuración. protegiéndolos de los cambios a personal no autorizado. 
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TIOSULFATO COMO FUENTE IH: ENEltGÍA. 

En la figura 6 se presenta el arranque del r-cactor y el trabajo de investigación global del 

reactor que utilizó tiosulfato de sodio, como única fuente de encrgin y corno tücntc de 

carbono al bicarbonato de sodio. El tiempo· que se gralica es de 92 días. con cambios en 

las rasas de dilución (D) y la concentración de tiosulfato del medio de cultivo. El pl-I se 

controlo en 6.5 de acuerdo a las características señaladas en el apanado J. La concentración 

de tiosulfato de sodio durante el estudio fue de JO. s. y 3 g/L. El cultivo se inició en lote. 

hasta alcanzar la fase estacionaria (día 8). Posteriormente se cambió a cultivo continuo con 

una tasa de dilución inicial de O. 12 d-1 (con un tiempo de residencia hid~áulico. TRl--I .. de 

192 horas donde alcanza el estado estacionario aproximadamente a Jos dos_ días de cultivo. 

En la tabla 4 y la figura 6 se observa que en cada estado estacionario -Je laS diÍC:rcntcs 1as.3s 

de dilución se alcanzaron por Ja oxidación completa de tiosulfato. valores n1áximos de 

sulfatos y proteína. Al cambiar Ja concentración .de 1 O< :11 S ~-L. -~e ti<?s~lfnto (-a) 

aproximadamente a los 67 días,. disminuyó la carga de enti-ada de tiosulfato Jo que explicó 

el descenso de la concentración de sulfatos y del crecimiento .. hasta alcanzar los estados 

estacionarios .. esto con cada tasa de dilución de 4.8 a 6.8 d- 1
• Al seguir aumentando la tasa 

de dilución en un intervalo de 7.4 a 9.8 d-1 se disminuyó nuevamente la concentración de 

tiosulfato de 5 a 3 g/L (-b) Jo que nuevamente provocó un descenso en la concentración 

de sulfatos y del crecimiento celular. La disminución de la concentración de tiosulfato se 

realizó con el objetivo ~e permitir que todo el tiosulfato se oxidará a sulfato sin la 

acumulación de azufre elemental. Finalmente. se alcanzó la tasa de dilución D= 9.8 d- 1 
.. 
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siendo el n10111ento en que el sustrato no es oxidado. Por lo tanto el sistema se lavó .. por lo 

l¡uc se encontró en ese valor la tasa de dilución critica (De). 

2 345678 12 13 14 15 
500 ,. 20 ¡ 15 

en 
E. 

10 ¡¡¡-
:;¡-

1 5 ~ 
1 

i 
400 

300 
m ... 200 .!!! e 
a.. 100 

o ! o 
20 40 60 80 100 

1 

1 

J 

o 
Tiempo (días) 

[..:.:__ Pro te ina (mg/L) --.-- Sulfatos (g/L) J 

Figura 6. Crecimiento y producción de Sulfatos en cultivo continuo del 'l71iohacil/11s sp en 
92 días de cultivo. (a) cambio de concentración de tiosulfato de 10 a 5 g/L. (-b) cambio de 
concentración de tiosulfato de 5 a 3 g/L. (-1 a 15) Cambios de las tasas de dilución (O) de 
0.12a9.8d" 1

• 
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6.4 El'ECTO 1n: LA Til.SA DE DILIJCION SOUR•: EL c1u:c1M••:NTO"' LA 

OXll>ACION DE TIOSULFATO. 

En Ja Tabla 4 y Figuras (6.1 .. 6.2 y 6.3),. se presentan los resultados obtenidos al evaluar 

el efecto de diferentes tasas de dilución sobre el crecimiento de Thiohacill11s sp. y la 

oxidación de tiosulfato .. en cultivo continuo. Se evaluó un intervalo de tasas de dilución 

entre O. J 2 a 9.8 d" 1• En los experimentos , Ja carga tiosulfato se f"ue incrcn1cntando 

conforn1e al incremento de la tasa de dilución~ dado que Ja concentración de sustrato se 

mantuvo fija en el sistema (Q=c•o). Por otro lado en determinados valores de O se 

cambió la concentración de tiosulfhto. con el fin de evitar la formación de azufre elemental 

(a. b. Figura 6). De este modo en las tasas de dilución de 0.12 a 4.5 d"1 la concenlraci,ón de 

tio~ultb.to tüc de 4.5 g/L. Mientras que en tasas de dilución de 4.8 a 6.8 se hizo el primer 

can1bio en la concentración de tiosulCato a 2.25 g/L. Por ultimo .. en tas.tasas de dilución 

entre 7.4 y 9.8 .. la concentración de tiosulfato fue de 1.35 g/L. Los estados estacionarios 

en cada tasa de dilución se tomaron por Jo menos de 3 a 5 tiempos de_ residencia 

hidráulica. 

En la Figura 6.1 se presentan los resultados obtenidos en el intervalo de tasas de dilución 

de 0.12 a 4.5 y su efecto sobre el crecimiento y la producción de sulfatos. 
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Figura 6. J. Efecto de la tasa de dilución de O. 12 a 4·.s d·1• en la oxidación de tiosulfato. en 
conccntrución de 4.5 g/L. sobre el crecimiento del 711iohaci/~us sp. 

En Ja figura 6.1 se observa que hasta una tasa;.dc d_ilución de 4.5 el sistema pem1itió 

oxidar con1plctamcntc el tiosulfato adicion3.d0 pa~a cada 'vaÍor de. O~ Por ejemplo para una 

D= 0_12 d" 1 la carga de tiosulfato füe de 0,54.'g/L-d y·la carga de salida de sulfato füe de 

0.80 g/L d 9 que corresponde a una eficiencia -del 99 ·3 de conversión. Respecto al 

crecimiento se observa que tiene un componamicnto estable. es decir que In variacióu 

entre una tasa de dilución y otra es de aproximadamente el JOo/o. De esta manera con Ja 

n1cnor tasa de dilución se obtuvo una de, proteína de 200 mgfL,. y para ta D de 4.5 d" 1 se 

alcanzó iguaJn1ente el n1ismo valor 200 n1gfL. Estos datos de crecimiento son comparables 

a Jos obtenidos para una cepa pura de 111iobacil/11s 1/liopar11s ATCC 26345 donde se 

reportaron valores de crecimiento de 300 mg/L en tasas de dilución de 0.9 d"1 (Alcántara,. 

2000). Indudablemente cada género y especie de los microorganismos suUbxidantcs 

presentan un valor detenninado de crecimiento,. lo que se pretende resaltar es que entra eo 

el intervalo de valores de crecimiento reportado en bibliogralia. Este punto (Juedará n1ás 
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explicito en la discusión sobre el rcndi1nicnto celular calculado en las diferentes tusas de 

dilución. 

Tabla 4. Batanee de azufre en estado continuo de Thiohttc:il/u ... · sp .. utilizando s 2 0 .. ·= en una 
concentración de 4.5. 2.25 .. 1.35 g/L .. S::O/=. 

D S:O_i: Q S:o.-= s QS so .. ·:: Qso_.·:: S:O.t: Qs,o;= s QS Protcina 

d"' g!L g!Ld g/Ld g/Ld g/L &fLd g!L gfLd g/L g!Ld mg/L 

e e 

0.12 4.5 0.54 U.JU 0.57 6.70 O.KO o u 0.3.l D.26 200 

O .. l 4.5 1.35 0.77 O.S7 7.57 2.27 o u n.:n 0.75 200 

0,7 -1.5 3.15 1.8 0.57 7.52 5.26 o n 0.33 1.7.l 1'10 

1.5 4.5 6.76 3.K5 U.57 5.53 H.30 u u 0.33 2.7·1 2JO 

2 2 4.5 'J.~12 5.65 0.57 6.27 13.80 n u 0.33 4.55 190 

2 5 4.5 11.27 6.42 0.57 6.7 16.7J n u 0.33 S.52 200 

32 4.5 M.43 8.22 0.57 6.84 21.91 o o 0.33 7.23 2IO 

.l.:< 4.5 17.IJ 9.76 0.57 6.56 24.'12 o o 0.33 K.22 190 

-1 ~ ·1.5 20.J 11.56 0.57 7.0 31.5 o u u.;n 10.4 200 

.1,i-; 2.25 llJ.8 6.15 O.S7 2.78 13.3!-t o n 0.33 4.·11 IOO 

52 2.25 11.7 6.7 0.57 2.77 14.41 n o 0.33 4.75 110 

hll 2.25 13.61 7.76 0.57 2.51 15.20 o u o.:n 100 

(1.8 2.25 IS.30 8.72 0.57 2.3 15.6 o u 0.33 5.14 IOO 

7.4 1.35 ID 5.70 0.57 2.12 15.71 o o 0.33 5.2 70 

7.9 1.35 10.66 6.0K 0.57 1.64 12.95 ll o 0.33 4.27 70 

9.2 1.35 12.42 7 U.57 9.8 0.7<1 7 0.33 3.23 40 

IJ.8 1.35 13.23 7.54 U.57 o o 1.35 13.23 0.33 7.54 u 
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En la Figura 6.2 se prcsc.:ntan los resuhados obtenidos en el intervalo de tasas de 

dilución de 4.8 a 6.8 y su ctCcto sobre el crecimiento y la producción de sulfatos. 

3 :=· ! 120 -o ;¿- 2.5 ::::: 100 a 
.9 2 t 80 ¡¡; 

"' 1.5 60 ¡¡¡· 
.9 
~ 1 + 40 3 

0.5 J 20 <O en .e o o 
4 5 6 7 

Tasas de Dilución (d"1
) 

1 __,;::.Sulfato~ (g/L) ~Proteína (mg/L) i 
Figura 6.2. Efecto de la tasa de dilución de 4.8 a 6.8 d" 1 en Ja oxidación de tiosulfato .. en 
concentración de 2.25 g/L. sobre el crecimiento del 111iohacillus sp. 

En la figura 6.2. se presentan Jos resultados obtenidos en las tasas de dilución entre 4.8 

y 6.8 dº 1
• Como se indicó antcrionncntc la concentración de tiosulfato se disminuyó de 4.5 

a 2.25 g/L. Esto con la finalidad de no limitar el oxigeno en el n1cdio por las altas tasas de 

dilución y por lo tanto del incremento de las cargas de sustrato lo cual . favorecería la 

fonnación de azufre elemental como se ha reportado en la bibliografia (Buismnn y col. .. 

1990. Alcántara y col .. 2003). 

Se puede observar que en este intervalo de D. nuevamente se.mantuvo Ja.estabilidad 
:. '. ' .. -:',·:.· .. ··,_ ·. - . :·.-.:' . " 

del sistema.. permitiendo Ja oxid~c~.i:m .c~t_cq~i~n1.étri~ .de: I~. ~rg~'.~dc ~iosü~..-:a~~ .a:·s!-l_líato. 

De esta manera.. en'. una taSa de.dilución de 4:8 la carS,a d~· tiO~üJfato f~C.de;1'0.s··g¡L d y la 

carga de salida de sulfatos fue de. f3:3s SfL. d. Mientras que a ~;,á,•~,c:I.; 6.8. la carga de 
. '· . . ·, .. ,.·· .,· ,: 

tiosulfato es de 15.30 glL d., con una· carga de sulfatos de·: 15.6· 'SIL. d. En cuanto a el 

70 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



crecimiento en este intervalo de tasas de dilución se observó un promcd~o de ·proteína de 

100 mg/L. 

Por último se evaluaron tasas·de dilución Cntré 7.4 a 9.8 d-1 
.. cOn tiempos de residencia 

•. ,.. . ' ,· . .'- ,. ·. . 

de 4 a 2 horas. En esta etapa. la éon~cntracióO:'.dc tios~lfat~"''ruc·_ .. dis..riiriuid~ de-~2.25 a -1.35 
- . . ' '~-. ·- ... _ ~ - . . . :· ' . ' . .-. ",'· ·- '' ·' 

g/L con el fin de evitar una ·limitaci6!1' .Pº.r oxig~no· en el-sistema. ~e detenninó taltto Ja 
. . 

producción de sulfatos ~OmO el. crecimicn.Ío microbiano. Los resultadoS se presentan en Ja 

Figura 6.3. 

En la Fig"ura citada se observa que en las tasas de dilución de 7.4 y 7.9 toda la carga de 

tiosullbto fue oxidada a sulfatos. presentando valores de 15. 71 y 12.95 g/L d 

rcspectivan1cnte. El_ ·crecimiento obtenido fue en ambos casos de 70 mg/L. AJ seguir 

incrementando la D a 9.2 se observa que el sistema comenzó a disminuir la' Cticicr:1cia. de 

oxidación. Es decir no todo el sustrato fue oxidado y pane del mismo fue: ?t?_t~ct~do en el 

efluente (0.76 g/L). De este modo la carga de sulfato detectada fue .. de'9.S•StL d, y de 
- ,_ "!l-

-.. -_. ··- _,, 

tiosulfato 7 g/L d. Es decir que la conversión fue del 40 %. Finafn1ent·~,.:un· posteñor 
. . >,>:,,.· ':·. 

incremento del valor de D de 9.2 a 9.8 d-1 el sistema no fue capaz:.-d~.·O~idar al sustrato 

entrando en- condiciones de lavado del reactor. Es decir todo. e( ti~-~~·¡·f~t~ · dC entrada se 
._ .•. _,_'.-,>· __ 

encontró en el efluente y el crecimiento microbiano detenninado fiu~):cr¡,. Esto i~dicó que 
»'.'.,• ,•·--

Ja velocidad de salida del sustrato es mayor que la del crecimienio.·dél:microorganismo, lo 
' ... ;.•,' 

que provoca la completa eliminación del microorganismo e": el quimi~stato. De acuerdo a 

la bibliografia por lo tanto se tiene una µmax= 0.4 h.1 E~t~ r~~~tado es. comparado con los 

resultados reportados por Stetres (1996) para·ccpas puras· d<? Thiohacilus sp., con una 

µmax= 0.31 h·I y al n1iohacil/t1s 11eapofi/Ol11IS COn µmax=a_Q.JJh. 1• 
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Figura 6.3 EICcto de la tasa de dilución de 7.4 a 9.8 d"1 en la oxidación de· tiosulfato 9 en 
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6.5 Cl{ECIMIENTO EN :QUll\UOSTATO DE Tl1foht1cil/11.~ 51>· UTILIZANDO 
' .. - .. -. . ~- - ... '•'· ' . ~ ' ' . --,- . 

COMO SUSTRATO TIOSUl,FATO V SULFURO DE SODIO. 

En la Fig~ra 7_ se presenta el comp_o;~B~~¿-~·~¿:.~lob~1-dc u~ _reactor en continuo para la 

oxid~ción .de· :tiosUir~io. y ·sulfuro d~ ~-~:~~-~~-:-~~;_:~~--~~:~-rf~-~~-:~~:-:opcración de 90 días. En este 

cultivo se ev~luaron diferentes tasas de dilu«:ió~ ~ ~b~~·-sust~~·10: ~iosulfato y/o sulfuro. 

En una prin1cra etapa se utilizó al tiosuifat<:> d~ s~diO' como única_fuente de cncrgia (-a) 

con una concentración de 2.25 g!L y una tasa de 'dilución ·de 0.37 d- 1(18 días de cultivo). 

Postcrion11cntc se· aumentó la concentración -~el sustrato (~b) a ~:s·g!L con una D= 0.45 

d" 1(41 días de cultivo). En ambos casos el tiosulfato f~e ~~id8~o c~titplctam~nte~ a sulfato 

en un régimen estacionario. 
-·. .'<·; -' 

. ·--·.- .. ·. 
A continuación se utilizaron dos sustratos (-c).coínO fuerlte de_.éncrgi~··tiosulfato y 

concentraciones fueron distintas en ambos sus~rat~~:<s ·,-~-~-~,-:á;:;~~-,f;'~~-~;'~¡Ü-~Jr~~o· -y la 

concentración de sulfuro en 8 g/L. Bajo estas co~d-iCi~O~--\t~:~b-ié~· ·:se ~·rib~rvó una 
-'· .' .'_ ·;>'-" - ~-

oxidación con1plcta de los sustratos a sulfDto_. 
: ,/>_,:;;z. 

-.-;-e---

. .- - ·~. ' - . : ,. -~-~ :· ·: ·. , .. - . -... : -

cultivo~ con tasa de dilución de O. 76 d~ 1 ~ .. - El ~utfuro f~~--:~~Íd_~~o co~~.~~am~~te a sulfato 

observándose una producción de sulfato de 2.33 ·g/L qu~ corr~ponde aÍ. valor esperado de 

acuerdo a la cstcquiomctria de Ja reacción. 
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Figura 7. Crecimiento y producción de sulfatos en quimiostnto del Thiohacillu.\· sp., en la 

oxidación biológica de tiosulfato de sodio y sulfuro de sodio .. antbos en medios separados. 

(- b) cambio de concentración de 5 a 10 g/L. (- e) utilización de ambos sustratos en 

concentración de 5 y 8 g/L .. respectivamente. (- d) sulfuro de sodio coino único sustrato Cn 

conccntracion de 10-g/L._ (- 1 n 4) cambio de tasas de dilución de 0.37 a 0.76 dº1• 

En la Tab_l~-S y Figura 7.1 se muestran el crecimiento del 771iohaci//11s sp. en diferentes 

tasas de dilución. utiliz8Íldo como _fuente de c!'crgia al tiosulfato. tiosulfato más sulfuro y 

sulfuro. Esto Con la -fi-~-~lid~d. de evaluar Ja capacidad del microorganismo de utilizar como 

única fuente de· energía al sulfuro y de esta manera demostrar que la fuente de energía que 

se puede utilizar es indistinta. Para ello se estableció un estado estacionaño con una 0=0.37 

y 0.45 d·1, emptCando tiosulfato como fuente de energía .. con una carga de 0.83 y 2 g/L d 

respectivamente. La concentración de tiosulf"ato en las anteriores tasas de dilución son 2.25 

y 4.5 g/L , respectivamente. Posteñonnentc se adicionó sulfuro de sodio,. en una 

concentración de 0.53 gil..,. en un medio separado .. con tasas de dilución de 0.42 y 0.85 dº 1• 

La carga de tiosulfato fue de 0.26 y 1.08 g/L d respectivamente. Finalmente se evaluó al 
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sulfuro corno Lmica fi.Jcntc de cncrgia con D= U.76 d. 1 y una carga de :->ullliro de O.SO g/L d . 

Los r·csultados son los siguientes: 

En la Tabla s. se obscrvn que en todas las tasas de dilución evaluadas Ju fuente de 

energía es complctan1entc utilizada. Por lo tanto se obtienen valores de suH~110 similares a 

la cstcquion1ctria de oxidación de tiosulfato y sulfuro. 

Con tiosulfato como sustrato las tasas de dilución evaluadas fueron de 0.37 a 0.45 d·'. que 

correspondieron a cargas de 0.83 a 2 g/L d de tiosulfato. Como se observa todo el tiosulfato 

se oxidó a sulfato por lo tanto se obtuvieron cargas de 1.37 y 3 g/L d,, respectivamente. Y 

con un crecimiento en las anteriores tasas de 1 1 O y 190 mgfL. 

0.3 0.5 0.7 0.9 

Tasa do dilución d-1 

L __ _ 
Figura 7. l. Estados estacionarios de diferentes tasas de dilución~ en la producción de 
sulfatos y crecimiento del 171iobaci/111s sp. 

A continuación se utilizaron como sustrato ~1 tiosulfato y sulfuro en C?Oncentraciones de 

1.12 y 0.53 g/L. respecti':'amente. La iasa de dilució.n utilizada fue de .0.42 d"1
• De esta 

manera la carga de tiosulfato c;;·orrespondió a·0.26 g/L d. micnti~s- que Ja de sulfuro fue de 
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D 

d' 

0.37 

0.45 

0.42 

0.85 

0.76 

0.22 g/L d. El cuhivo en estado estacionario fue capaz de oxidar complemente ambos 

sustratos obteniendo una carga de sulfato de 1.92 g/L.d. con un crecilnicnto de 70 n1g/L. 

Paru esta carga de suUUro no se observó un· cfC~to negativo del compuesto sobre el 

crccin1icnto del microorganismo ni sobre su· acti~vidad- sulfbx_idantc .. Con10 se ha reportado 

el sulfuro puede presentar un efecto -tóxico sobr~, ~o~ micr~organismos como se presenta 

mas adelante en la figura 9 y lo reportado en_. la· ~ibliografia -(Alcántara y coL. 2003 }. 

Postcrionnente se evaluó una segunda condición de cUltivo donde se incrementó la carga de 

tiosulfato y se mantuvo Ja de sulfuro. Los ·resultados muestran la conversión 

cstequion1étrica de tiosulfato y sulfuro a.sulfato., como era de esperarse ya que el tiosulfato 

no es un compuesto tóxico para los microorganis1nos. En esta condición se 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 se obtuvo una carga de sulfatos de 3.4 g/L d y un crecimiento de 

l IOmg/L. 

Tabla S. Balance de azufre en estado continuo de 
concentraciones de tiosulfato "i./o sulfuro. 

S:o,-: QS:O.>' s·• QS"' QS so_.-: QSO<'.· 

i:/L g/l..d i:/L i:/Ld glLd g/L g,w· 
's 

2.25 0.83 o o 0.47 3.7.1 1.37. 

4.S 2 o o 1.44 6.7 3 

1.12 0.26 0.53 0.22 0.48 '4.57 1.92 

2.25 1.08 0.53 0.45 1.53 4 3.4 

o o 0.66 o.so o.so 2.33 1.77 
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111iobacil/11s sp. utilizando diferentes 

S:O_,: 
g/L 

o 

o· 

o 

o 

o 

Qs,o;• s·• QS"" QS 

sfl..d. g/L g/l..d gfLd 

s s 

o o o 0.45 

o o ·o 

o o o 0.63 

o o o 1.12 

o o o 0.58 
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Prot. 

mg/L 

110 

190 

70· 

110 

30 



l>ostcriorntcnte se utilizó co1no única H.1cnte de energía al suUUro. La conccnlración en 

el medio tüc de 0.66 g/L. La tasa de dilución utilizada fue de 0.76 d- 1 y la carga de sultiaro 

de O.SO g/L d. Como se observa en la tabla S y la Figura 7. 1 después de nlcan7..ar el estado 

estacionario .. esta carga de sutfitro no tuv~ un efecto 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 conccntracion de 30 mg/L. 
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6.<• IH:NDll\llENTO Dt:l- CKECIMtt:NTO V t:•"ICIENCIA OXIDATIVA DE LA 

CEPA T/1iob11ci/111.-. sp. 

En la tabla 6 y 7 se.presenta el crecin1icnto (Y~ .. g/L) .. rcndinticnto en crecimiento (V..,. ... 

g proteína/ g tiosulfato y sulfuro) y eficiencia de oxidación (QSOJY"" g sulfato/ g proteína 

d) del cultivo en quimiostato de la cepa de 111iohucillus sp. 

En relación a la eficiencia especifica de oxidación medida cOmo .. la producción de 

sulfato por gramo de proteína se puede obscivar que al in'?~emCOtar_las tasas de dilución se 

incrcn1enta la eficiencia oxidativa. Esto es que al incremen~ar: la ca~ga de tiosulfato se 

incrementa proporcionaJmentc Ja producción de sulfatO .. Por ejemplo a una D= 0.12 dº 1 hay 
·, 

una eficiencia oxidativa de 4.62 g sulfato/ g P!'º.~ci~·.a d,. .lnientras que a una D 4.5 la 

eficiencia oxidativa es de 171 g sulfato/ g protciiui ~· E:Ste comportamiento se presenta en el 

intervalo de tasas de dilución entre- o: 12 ~y\·?:9~~·d:< es ·_d~ir en condiciones .donde se 

alcan7..aron estados estacionarios de oX.id8ción Completa del sustrato. 
,· _:.: ... ·:~·, '>.· ',' _: -_ 

En valores de D= 7.4 y 7.9 se cnCoilii-aroO-·cficietlcias de oxidación de 241.35 y 255.59 
~- ·._,. ;: . ·~ -

g sulfato/ g proteína d. Est~ qui~~~::d~ifi~)~~-:a.~pe~r_-de que no. existe uO incremento 

considerable del crecimi~nlo: : ~Í-~:'. ;~~;~:;~~·~'~~.~~.: ~~ . eficiente, a) 'o'xid.ar :,- el,·: compuesto 
"-.·;,~iJ:t .~.·. ;-::.._:: 

azufrado. Lo que in~iCa_" q-~~ "tiCrlc·:-una ,-~~~~\~asa:_ de "respi.ra~ión_ medi~a . ~~m~--· una alta 
-. ''l 

capacidad de transPorte dC ~leci~ó~~s:.- < 

La cficiericia de oxidación ;_a:. una -~~:riL:,·~->2;:-~:•.,. ~~~~i·i:i~;~· fé~pc~:~:-'·~ 'valor encontrado 

para una O= 7.9 d-1
9 

lo q~C·_:~:--co~secucnci~:'d~~·q:~·e.-~J~~i~l-~~a::·no'crue capaz de oxidar 
' .. , ·. . ·.,. -· ' 

completamente la carga de susÍ~to ~~ ~t".8~ª·· La .~fi~iencia _ oxidativa fue de 230 g sulfato/ 
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g protcimt d para unn D= 9.2 d" 1 
.. micnlras que para una D= 7.9 d" 1 fUe de 255. S g sulfato/ g 

prn1cina d. 

Cuando se utilizó al tiosulfüto y/o'sulf~ro,,como.fucnte~ de '?rlcr,Bia (Tabl.~-7).·sc puede 

observar que las eficiencias de oxid~dió~··.-1am·b.ién';i-~¿-~~~1ciri't·~·n:; ~&.:i:.-'-J'a- -~~-~~~-'.-·de· Sustrato. 

Esto indica que et sulfuro en Ja carg~~:-~~~~a~~~ ri·~- -~f~-~j~~::~~:._:~~~~h~i~:~¡~~.:~i-~~~biano y las 

eficiencias de oxidación. ·; .. ·. ·.•·· •. ~ . e .•. 
En cuanto a Jos rendimientos· de CreciinieiltO' :J<Cuy D.'· (1988) .. ~-en· una ·revisión 

biocncrgética de Jos thiobacilli .. rcportá\ ~-~~~¡-~;ien~~~:-.. ~-~-~.-~r~~~~~,~~t~{~; x1 •• :· g biom~sa/ mol 

s~o.1-l). para difel'"cntes microorga~ism'oj·d~·:eS~~ gén~:~ó 'bacteria~~ cr~~idos en q.uimioStato9 

"J71iohacil/11s 1epidari11s 11 g biomasa/ ·m01S2 03.2 y . 111iobaci/111 . .; de11itrificu11 . .,.·· 14.7 g 

biomasa/ molS20.1·=. 

De acuerdo a los resultados obtenidos si se- considera qu~ la biOmasa_ c~-ríticne:_cl SO % 

de nitrógeno los gramos de bi~masa_obsc~a~~s.cn el r~~~~r·~~-~'-~~·-;~~-~~·~~{~·-··~~-0.04 g 

proteína/ g s,0,-2 da un rendimiento promédio igual a 9,3 g bio;~5~·ni«~.1.'s,~.1~2,.En tanto 

el rcndin1icnto pron1cdio -del -crecimienio··con:'súlruro-.· rUé .d··~_-.):2.:."Si)i~ó~~~~/-~·~~~l s·2
• El 

rendimiento con tiosulrato es compara-ble con el rendimienl~·---'CnC~.O.t~~~~·:~~ra'. ~,1 ~ultivo en 

Jote con tiosulfato donde se obtuvo un rendimiento de··~.1.2:g·_·t,f~m;..~a·(~~I 's20 3 •
2

• Los 

resultados como se observa son comparables con lo repórtado ·en la litCi;-at:ura. 
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Tabla 6. Rcndinlicnto del c.-ccimicnto y eficiencia oxidativa de la cepa de Thiohc.1ci/lu ... · sp. 
D QS,O.<' PSO;' ,._ Y, .• 

d"' (g/Ld) (g/Ll (g/LJ (g,.., .. .,;nJ 

gSi0.\1
) 

o 12 0.54 7.70 0.20 0.044 

0.3 1.35 7.57 0.20 0.044 

0.7 3.15 7.62 0.19 0.042 

1.5 6.76 7.70 0.21 0.046 

2.2 Q.92 7.69 0.19 0.042 

2.5 11.27 7.70 0.20 0.044 

3.2 14.43 7.50 0.21 0.046 

3.8 17.13 7.65 0.19 0.042 

4.5 20.30 7.60 0.20 0.044 

4.8 10.80 3.78 0.10 0.044 

5.2 11.70 3.70 0.11 0.048 

6 13.61 3.80 0.10 0.044 

6.8 15.30 3.79 0.10 0.044 

7.4 10.00 2.12 0.07 O.OSI 

7.9 10.66 2.20 0.07 O.OSI 

9.2 12.42 1.00 0.04 0.03 

9.8 13.23 0.00 0.00 º·ºº 
*eficiencia oxidativa 

Y .. 

(g ...... u ..... I 

mol 5 10.l.?) 

9.85 

9.85 

9.40 

10.30 

9.40 

9.8S 

10.30 

9.40 

9.8S 

9.8S 

10.75 

9.8S 

9.8S 

11.42 

11.42 

6.72 

º·ºº 

l!O 

p•O(QSo ... -z) "',•o •Qso_.-ir. ..... 

(g/Ld) (g/L d) (g sulfatos/ 

Sr.;>kilM d) 

0.92 .:0.02 4.62 

2.27 0.06 11.36 

5.33 0.13 28.07 

IL5S 0.32" SS.00 

16.92 0.42 89.04 

19.2S o.so 96.2S 

24.00 0.67 114.29 

29.07 0.72 IS3.00 

34.20 0.90 171.00 

18.14 0.48 181.44 

19.24 O.S7 174.91 

22.80 O.S7 240.00 

2S.77 0.67 262.98 

IS.69 0.48 24 l.3S 

17.38 O.S4 2SS.S9 

9.20 0.37 230.00 

0.00 0.00 0.00 
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6.7 1u:N1>IMIENTO DEL c1u:c1Mlt:NTO ~· El'IClt:NCIA OXll>ATIVA DEL 

111ioht1cillus sp. CON TIOSUl.l'ATO.Y/O SLILl'URO. 

En la tabla 7 se presenta el crc~itniCnto (Yx. g/L). rendimiento CI) crc_cimiento (Y JrJ •• g· 

protcina/g sustrato) y además de la eficiencia oxidativa (P*D/Y '"' g sulratos/ g proteína d),. 

de 171iohaci/111s sp .. Se puede observar en todos los casos la eficiencia oxidativ~ teniendo 

una mayor eficiencia en D= 0.76 d" 1
• Esto sucede al ir incrementando la tasa de dilución. 

Al usar como única lücntc de energía a el tiosulfato con tasa de dilución de 0.37 y 0.45. 

todo el sustrato es oxidado completamente. en donde Ja eficiencia oxidativa es de 12.48 y 

18 g sulfato/ g proteína d .. rcspcctivmncnte. Al seguir incrementando la tcisa dC-dilución _a 

0.42. utili7..ando como fuente de energía al tiosulfato y sulfuro en conc~ntra~ion de· 1.12 y 

0.53 g/L. En estas condiciones la eficiencia oxidativa de ambos sustrat0s_es_2J_.g sulíatos/ 

g proteína d. Nuevamente al incrementarse la D a O.SS ahora con concent'!l~!.;,n~_s_-~de los 

sustratos de 2.25 g/L y manteniendo Ja del sulfuro a 0.53 sfL,· Ja-. cficie~~-i~ .;~idativa es 

mayor que en la condición anterior 4 1 • 73 g sulfatos/ g protcin~ (1;'·~ Esto se. debe al 

aun1cnto en la conccntracion del tiosullñto. el cual junto -con el" sulfu_rc(son oXidados por el 

microorganisn10 completan1c11tc. 

Finalmente al tener solo como única fuente de energía al sulfuro en. concentracion de 

0.66 g/L,. la eficiencia oxidativa fue de 50.16 g sulfatos/ g .. proteína- d. En donde el sulfuro 

es oxidado completamente a sulfato. Considerando-que Ja_-IJ,_iom~ contiene el 50 % de 

nitrógeno los gran1os de biomasa en las distintas tasas de dilución fueron: para tasas de 

dilución de 0.37 y 0.45 da un rendimiento igual a 10.95 y 9.46 g biomasa/ mol tiosulfato. 

respectivamente. Mientras que en la ultima tasa de dilución usando solo sulfuro., además 

de tener una buena eficiencia oxidativa. el rendimiento fue de 3.2 g biomasa/ mol sulfuro. 

81 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

-



.... 

Al hacer la comparación de atnbos cultivos en quimiostato en ditbrenrcs condiciones 

ya señaladas en las descripciones anteñorcs~ se aprecia un mayor rendimiento con 

tiosulfoto el cual es sin1ilar ni rcndin1icnto obtenido en cultivo en Jote. 
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Tabla 7. Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa del Tñiohacillus sp. con tiosulfato y/o sulfuro de sodio. 

o Osustrato PSO/ Yx Yx/s Yx/s P'O(QSOi1) Yx'O ·aso¡l1vx 

d·1 g/Ld g/l g/l gproteinalgsustrato gbiomasatmolsustrato g/Ld mglLd g sulfatos/ g proteína d 

0.37 0.83 3.71 0.11 o.os 0.00 10.95 1.37 0.041 12.48 

0.45 7.6 0.19 0.04 0.00 9.46 3.42 0.086 18.00 

0.42 0.28 3.5 0.07 NO NO NO 1.47 0.029 21.00 

0.85 1.08 5.4 0.11 NO NO NO 4.59 0.094 41.73 

0.76 1.98 0.03 O.DO o.os 3.2 1.50 0.023 50.16 

ND= no ddenninado 
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<•.8 VELOCIDAD DE OXIDACIÓN DEI, ThitJh11cil/11.< sp.. l\H;DIANTt: ESTUDIOS 

DE RESPIROl\lt:TRIA. 

·. . . , 

Con el t1n~dC d~tenTii-nai JOs parámctr~s-~ci~éticoS de oXidación de tiosulfato y sulfuro 
, ·-o - - ."'--, . .-. - • - . -

por el nticroorganismo se_ dci.crmi~aron las velocié:lad~S d~- Oxidación de los sustratos por 

respirometña. En I~ figur~s 8 Y 9~-- ~e· ~~csentitO ,_lo·~ -rcs~;~1ados ob¡~~idos a una temperatura 
.. . ' ; . . ' 

(Jo•c) y pH ·(6.5). La biomasa utÚizad~ -~~ ob~·u·~~ :dc·~··/~~trii en estudio~ bajo condiciones 

de estado estacionario. Para el ajuste de Jos ·datos de_. las velocidades de oxidación se utilizó 

la ecuación de Monod para tiosulfnto y :dc·-Han'-.. -.y- Lcvenspiel para sulfuro. Las 

concentraciones evaluadas llacron: 

Sulfuro: o. O. I, 0.3, 0.5, O. 75. 1, 1.5; 2, 3, 5 m_M-:. 
-· -•-.• .-·-.-· 

Los resultados de Ja velocidad de ~Xidació~ ~~~o tiosulf~to se pn;scntan en la figura 

8. Se observa que al incr~mcnta(Í~ ~~~ce~tr~~i~ri_-:·d~.ti~S1:Jlfaf~_cn el_fnte~~o de O a 15 

mM. la velocidad_ de.~xidación ~~-~cnt~ ... d.~¡m~!1·cra';_~.~p·onencial (~eacCió~ de orden 1). Al 

seguir incrementa~d~- la. concc·~~:~cici~~:··.~~:-:·i~--:~_:_~Ó m~ .. ~-"-la ~cti~dad ·sulfbxidantc se 

mantiene const~l~ -c~~c~·~ón -~~:-~~den -~eró;~: ~e~id~ ~ 1a.·saturación del sistema. cnzimáÜco. 

La vclocidá:·d. m~.~~·~: .dC ·oxida~ión (Vmax) fue de 80 mg 02/g proteína ·min. Por la 

estequiometri8:,de tá--r~c?ción ~S2032• + 2 02 + H20 -> 2H2S04) se tiene que este valor 

equivale a 14~ mg S203
2-18 proteína min. Por otra parte la Km para el tiosulCato- rue de 5 

mM. 

La velocidad· de oxidación para tiosutrato es comparable a los reportados en la literatura 

para cepas puras de 111iobaci/111s. Jordan et al. (1995) reportaron para bacteñas capaces de 

crecer en un amplio intervalo de compuestos reducidos de azufre.. valores de velocidad 
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mólximn de las cepas aisladas KLI y KS2 de 155.79 y 97.32 mg S:0 .. 2 ·1 g proteína min~ 

rcspcctivatnente. En cambio estas bacterias ntostraron una alta afinidad por el sustrato 

reportando valores de Km de 6.3 itM para KL 1 y 8.6 J.lM para KS2. Un valor de velocidad 

mñxima similar fue reportado por nena et al. ( 199 J) en una cepa de 'J'hiohaci/111.•• tepidarius 

siendo el valor de Vma.x para tiosulfato de 156.8 mg S20:.2 ·1 g proteína min. Por su parte 

Visser et al. ( 1997) reportaron valores de Km de O. 1 mM para Thiohacillus tepidarius y 

1.0 ntM para 111iohaci/111 ... · 11&!apoli1<11111 ... ·. 

90 1 
80 .____. • • 

I~~ ~----~-~---~ 
o 10 20 30 40 50 

Tioaufatto (mM) 

Figura 8. Velocidades de Oxidación de tiosulfato por la cepa Thioh(lci/111 ... · sp. 

En la figura 9 se presentan las velocidades de oxidación utilizando diferentes 

concentraciones de sulfuro. Los datos fueron ajust8dos de acuerdo al modelo de Han y 

Levenspiel que a diferencia del ajuste p~~ la ecu~ció!l .de. Mo~Od9 este considera un factor 

de inhibición Los resultado~ indican que_ al_ i~c~c:m~~~lt:r_)a_ concentracion de O a 0.5 mM. la 

velocidad máxima de oxidación . aumCnta: ·:'_t~bién de Conna exponencial. En 

concentraciones posteriores a 0.5 mM.-1~.-~~¡¡:~d~d sulfoxidante de Thiobaci/111 ... · sp. empezó 
. . -.,_·;,'· .. -.:·;_: 

a disminuir lo que indicó un f"enómeno de inhibición por toxicidad. La Vmax. fue de 20.98 

mg 0 2/g proteína min. lo que equivale a 10.49 mg s-2/g proteína min ... de acuerdo a la 
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cstcquion1c1ria de reacción (H:S + 201 - li::SO.a). La Knt füe de 0.3 mM. que representa la 

afinidad del n1icroorganismo por el sustrato limitantc. 

En trabajos reportados en In literatura. las velocidades de _oxida_ción ·ºdel ·sullüro son 

con1parablcs con Jo rcponado en este trabajo. En los sistCmas biOtói;iCos se ha i-eponado un 

intervalo de velocidades de oxidación del sulfuro Cnlre-1~1a·61.7~rr1g;'i1S~1g p~Ot.;ína min. 

(Takashima. T. y col.. 2000). En un consorcios sulfoxida~~e· ~d~-i.~J-~ ~.,-~'.~1~:-_.riXidación de 
• ·, .. ¡_:_.,· <-' '. __ _.._ 

CS1. Ja velocidad n1áxima tüc de 3.4- mg -para CS1 y 13.8 mg Pa~a 'Hs~. (Atcá~tara y ~ol. 

1999). También ha sido reponado la. 1ná.xima actividad c~-~~cifi~ · p~~ "I;~- o~~da~~Ón Por 
771iohe1ci//11.\· de11itrijica1t.\" encontrando velocidades má.ximas de O?'idnciÓn ·en' cóndicioncs 

aeróbicas de 23. 7 mg Hs· /g proteína min .• mientras que en condiciones an3eróbicas fue de 

8.6 HS"/g proteína min. (Me Con1as y col.. 2001 ) . 

• 

s.¡ 

o _____ . ..._ ______ t--·--------·-------·----t 
o 2 4 6 

Sulfuro (mM) 

Figura 9. Velocidad de oxidación de sulfuro por la cepa '111iobacil/11s sp. 
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6.9 EFECTO DE LOS INlllDIRORES EN LA OXIDACIÓN CON ·nosui.•·ATO ... 

SULFURO. 

El uso de inhibidores de la cadena respiratoria ha sido ampliamente utilizado para el 

estudio de las rulas de oxidación de los compuestos reducidos de azufre. La existencia de 

vías alternas de trnnsportc de electrones en los sistemas respiratorios se puede deducir a 

punir de la acción difCrencial de inhibidorcs. La inhibición casi total y monotiisica: del 

inhibidor .. al incrementar su concentración. indica que a ese nivel solo hay un camino para 

el flujo de electrones. En tanto que una inhibición parcial o bita.sien indica que en ese punto 

existe un camino alternativo poco sensible al inhibidor respiratorio (FlorcS~~ncamación y 

coL. 1999~ Alccm. 1987). Existen inhibidorcs que bloquean el transporte CJcctrÓn-icO entre 

NADl-I y la ubiquinona: la rotcnona, el an1ital y la picñcidina, los __ cuales_ posiblemente 

actúan sobre ta NADH-dcshidrogcnasa. Otro inhi~idor caractcñstico es la actimicina A, 

que bloquea el transporte de electrones entre el -citocromo b y el citocromo c. Una tercera 

clase de inhibidorcs bloquea el trasporte electrónico desde el · citocromo aa:i hacia el 

osigcno. en este grupo se encuentra el_ cianur~, el su_lfu_ro d~ hi_dr~gc~o y el monóxido de 

carbono (Lchningcr .. 1983; Mandigan y col.., 1998).· Se ha-reponado que el cianuro actúa 

inhibiendo a la citocromo oxidasa (Alecm, 1987; Lehningcr y col.., 1993). 

En el estudio del efecto de los inhibidores sobre la oxidaciones utilizaron los siguientes 

compuestos: N-etilmaleimida (NEM):·y-_cia~~ro:.de·sodiO (NaCN). El primero es inhibidor . . . . 
; ",'/ . 

de la actividad de la azufre_~ <?Xi~~'- y_···:en::-at'g~nas· especies microbianas de la tiosulfato 

dcshidrogenasa. El cianuro es un}nh~:t>idor- de, 18 cadena respiratoña en la etapa final de 

transporte de electrones. 

Las concentraciones evaluadas de cada inhibidor con tiosulfato ( 1 OmM) fueron: 
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NEM: O. O. l. 0.3. 0.7S. l. 2 mM 

Cianuro: O. 0.02S. O.OS. 0.07S. 1. l .S. 2. s. 1 O mM 

Mientras que· con sulfuro .CO.SmM) •. las concentraciones de Jos inhibidores fueron: 

NEM: º· 0.3. o.s. 0.7S.•I. 1.s. 2 mM 

Cianuro: o. o.os • . 1·~ l .s; 2 mM 

Los resultados de.· la evalÚBción. ~él cf~cto d.e los inhibidorc.:s . par~ la oxidación de 

tiosulfato se presentan en' la Figura IÓ. Se puede observar en esta· figura que utilizando 

NEM en el intervalo de O a. 2 mM la ·vcloddad de Oxidación se.afectó 20 %. Como se 

indicó el NEM inhibe la actividad de tas enzimas con grupo sulthidñlo como la azufre 

oxidasa y la tiosulf"ato dcshidrogcnasa. Chan y Suzuki (1994) señalan que el NEM tuvo un 

efecto negativo en Ja oxidación de tiosulfato. mientras que para 711iohacillis sp WS (Visser 

y coL. 1997) la actividad enzimático de Ja tiosulfato dcshidrogenasa no se vio inhibida por 

Ja presencia de NEM ni de cianuro. 

En lo que respecta el efecto del cianuro se observa (figura 1 O) que en concentraciones 

entre O y 0.025mM la disminución de la velocidad de oxidación fue de un 8%. Mientras que 

en concentraciones de 1.5 mM Ja actividad sulfoxidante fue completamente inhibida. Como 

está reponado en la literatura el cianuro inhibe el transporte de electrones a nivel de 

citocron10 c. En este sentido los resultados muestran que la incorporación de Jos electrones 

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

que este paso de acuerdo a la fisiología de estos microorganismos es determinante para la 

generación de energía tanto para el crecimiento como para la fijación de co~. 
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Figura 10. Efecto del NEM y Cianuro, sobre la actividad sultbxidante de la cepa 

111iohacil/11s sp ... con tiosulfato como tüente de energía. 

Por otra parte en las flglJra 1._1 se presenta el efecto del uso del NEM sobre la oxidación 

del sulfuro. Se Obser:va · q~e _e'n-·~oncentraciones entre O y 2 mM la velocidad de oxidación 

disminuyó en un. 11 % .. Este comportamiento es similar al observado con tiosulfato de sodio. 

Por lo que puec:te concluirse que el NEM inhibe tanto a la enzima sulfuro oxidasa como a Ja 

tiosulfato oxidasa y que ambas contienen grupos sulfhidrilo en su estructura. Se puede 

suponer que en concentraciones mayores del inhibidor detengan completamente Ja 

oxidación de los compuestos azufrados. 
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Figura l 1. Efecto del NEM y Cianuro sobre la actividad sulfox.idante de la cepa 

111iobacil/11s sp ... con sulfuro como _fuente de energía. 

Por ultimo en la figur:a 1,1::,se ... ~b~Crya_~I\erecto i~hibitorio del cianuro en la oxidación 

del sulfuro. Se obSe~a<q~~:.:~~-:·~-~-ri~~~t.:.a~i~i:-:eS entre O y 1 mM el cianuro disminuye la 

velocidad de __ oxidación._:en un'._8%. Así mismo se observa que en concentraciones mayores 

a l mM. se:~o~ienz.a ·a :disininuir ta velocidad de oxidación. Al seguir incrementando la 

concentración en el intervalo de 1.5 y 2 mM.. la actividad enzimática se afectó 

completaJllente. Al igual que en el caso del tiosulfato.. probablemente el transpone de 

electrones a nivel de citocromo e se inhibió impidiendo la incorporación de electrones 

generados por la oxidación del compuesto. 
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VII. CONCl,lJSIONES 

1. Eslc n1icroorganismo por sus. características de crccimicnto·-es un quimioautótrofo. 

Es decir. que utilizti::_coínpuc.~tos .. inorgánicos ·canta· tUCntc d~-e_ncrgia y C02 como 
:. _··-:·_'.- .··, .. : . . _ .. '. 

ttaente de carbono'. _OC aCuerd~ a suS Criractcri.S~icas microscóPicas sOn. bacil'os cOrtos 

de color rojo·~~~~~{~rii-~1 ~~~~-ii~_o~)>y '~-~- id~nti~Ca~ión d~·acuer~!='.,a1·anliJisis de 

su gen ribosomal < · J.6S· .' .moSt~Ó·;_:'. que.:: 'es<·· ·altam~rlte similar a llalc>1hio/Jucil/11s 

1u!etpo#u11111s e~. un 9;~'. ;:.~~-1 ~/¡,;;;~~~;J/Ú~~:· ~p~ '.VS en un 94%. 

2. En valores de''tasa;:·d~: ·~iluciÓ~;:\o) entre 0.12 y 7.9 d" 1• el cultivo oxidó 
. - - . ' . 

con1pletamenté ~~ li~~~;l~a¡_~·-~-~u!~~;O:· Mientras que en Ja tasa de dilu«?ión {D) de 9.8 

d" 1 
.. t8 cepa· -111iob'a~iÚ11.~~"; sp~. no fUe capaz de seguir oxidando al tiosulfato y el 

' . -:·. ·-... 

sistcrna · eniro ~·en_ c·o~~f"icfon~~ ~de :lavado. Encontrándose en este valor la· tasa de 

diJucióri_critica';(OC)~---De_:esie modo iima.x fue igual 0.4 h- 1 que es comPaiabtC a lo 
·-- .,-_· ·-.-._.-_ - - -

reponado en In bibliografia para écpas puras de 'l11iohaci//11.,· sp.( µmax = 0.31 h"1
) y 

111iohctcil/~1s 11ea¡HJiÚ~1111s (µma.x = 0.33 11- 1
). 

3. La eficiencia oXidaiiVa SC-increnterlta propol-cionaln1cnte al iiicrc:mentar la carga de 
- - . 

tiosulfato entre los interValos' de taSas de dilución evaluadas. 
·, ·. '- ,· 

4. Con el crecimi.::nto en qui~iostát~:·del·711io-haci/111s sp. ·utilizando como sustratos al 

tiosulÍ"ato y/o sulfuro ·am~b:~~, ~u.croó· oxi~~do~ _co-m·~~~·,·a.~~nte a sulfato. Por lo que se 

concluy~ que la: fuent~ :~~-,~~~-rSia~ Que ~tfr¡za· el ~i~~~~;rganismo es indistinta como 
.. . : • • _- - '_··_:: ' ' : ;. : ' . ·• ~"~. -. ' .> ·:·._, ' . 

se ha reportado para diferentes ;,speeies de thiobacilli 'cstefTes y col.. 1998). 
- ' - . - - -· :· .. - -- --;.-- -_. 

S. En cuanto' a rendimiento se obtuvo .. para:tiosutf":at.o'y sulfuro, un promedio igual a 

9.3 g biOmasa/ mol S20J-
2 y para el sulfuro 3.2 g biomasa/ mol s·2 .. lo que coincide 

en Jo reportado en la bibtiografia. 
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6. El Jl1iohe1ci/111.~· sp. presenta una.velocidad máxima(Vmá.x) de oxidación de 80 n1g 

0 2/g proteína min ... que equivale a 140 'ntg 5 20 3 -
2 /g proteina min. La Km para el 

tiosulfato fue de- 5 mM .. Mientras" que·. pní-a sulfuro In Vn1áx. de 20.98 mg 0 2/g 
. - ,,' :: - -.: :.-~ ·. ·-. ·. - ,· -- _, 

protdna n1in.- que:es·iguitl, __ a_:.ú;>.:4:9:mg·.:S"2/.g ·f,roteiria min.·:. esto· de acuerdo a la 

estequiometria de-la' rea·cciÓn; ¿ K'm fu~-d~ 0.3.~M.' 

7. Al evaluar·_ el efecto inhibitoño de N-etilm3.lcimi<:in(NEM) y cianuro de 

sodio(NaCN) .. se observó lo siguiente. 

7.1 En el caso del NEM con tiosulfato y sulfuro .. se afectó en un 20% y t 1% 

respectivamente .. la velocidad de oxidación. Por lo que se puede inferir que afectó la 

actividad de las enzima responsable de la oxidación. 

7 .2 Con respecto al cianuro en concentraciones de 1.5 y 2 rnl\1 la activ~dad 'sulfoxidante 

fue complctan1ente inhibida en los dos sustratos. infiriendo que el :Cianuro i.nl1;ibe el 

transporte de electrones a nivel de citocromo c. Pudiend~ ~Cd~cir_aSi. _qUC l~_cadena 

rcspiratoña es un paso limitante en el crecimiento celular de c~t·~~ ~icr~or~nnis~os .. 
ya que es el único sitio de generación de energía de crccimicnto·y fijación de 

carbono. 
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