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Introduccidn.

Los microorganismos quimiolitStrofos han sido estudiados desde 1887,
afio en el cual Winogradsky los reportd por primera vez. La velocidad con
que se han desarrollado las investigaciones sobre esta clase de microor-
ganismos, ha sido lenta comparada con los estudios realizados en las bac
terias denominadas comunmente heterdtrofas. Se puede decir que el avance
en las investigaciones de los microorganismos litStrofos, en general, ha
estado en funcidn principalmente de dos condiciones. Primeroc, en las dé-
cadas de inicio del siglo XX no se contaba con los. avances tecnoldgicos
suficlentes como para realizar los estudios del metabolismo de estos mi-

croorganismos con la profundidad requerida.

El uso del espectrofotométro, técnicas con isdtopos y las diversas
modalidades de cromatograffa, fueron accesibles a los laboratorios de in~
vestigacidn, alrededor de los aifios cuarenta, sesenta afios después de que
los quimiolit&trofos fueron reportados por Winogradsky. Segundo, al ini-
cio de la d&cada de los afios treinta, se observé y reportd la fijacidn
heterdtrofa de C02, hecho que provoed controversia, pero no se le dio
gran importancia, debido quiza, a que de haberlo aceptado plenamente obli
gaba a los cientificos a dar una explicacidn bloquimica y fisiol&gica pa-
ra el comportamiento de los microorganismos que se denominaban comunmente
autétrofos, punto que en ese tiempo estaba lejos de ser alcanzado. El des
cubrimiento de la fijacidn de CO2 por bacterias heterdtrofas, sin embargo,
no fue totalmente esté@ril, sino que dio lugar a que los microbiBlogos em-
pezaran a disefiar experimentos para obtener respuestas légicas al compor-
tamiento que presentan los microorganismos autdtrofos frente al CO2 y com

puestos orgdnicos como fuente de carbono y/o energia.

Se puede considerar que los resultados mds importantes son:

1) La descripcidn precisa de la ruta de fijacidn para el CO2 en microorga
nismos fotosint&@ticos y quimiosentéticos (1946), con esto ya se pudo dar
respuesta al papel y la importancia del CO2 en las bacterias quimioheterd
trofas.

2) La definicién de "autdtrofo'" recibid modificaciones, que sin embargo

hasta la fecha aiin no se acaba de definir. Las observaciones que mids con-
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tribuyeron para este cambio son: a.—- Se ha demostrado que las bacterias
que utilizan principalmente 002 como fuente de carbono son capaces de
utilizar tambi&n compuestos orgdnicos como fuente del carbono y/o ener-
gfa, b.~ Las bacterias llamadas comunmente autStrofas (excepto las del
Hidrdgeno) presentan un sistema productor de energia muy particular, 1lla
mado Reversa del Transporte Electrdnico en la Cadena Respiratoria, 3.~

Se reportd que las bacterias que utilizan compuestos monocarbonados orgd
nicos (1C), presentan dos rutas de asimilacidn muy espeéificas llamadas
via de la Serina y via de Quayle o de la Alulosa. Ademds presentan un me-
tabolismo limitado o nulo frente a los compuestos orgdnicos superiores a
1C, esto origind que los té&rminos "autdtrofo” y "litStrofo' no se trata-
ran como sindnimos, sino que el primero se difinid con base en la fuente
de carbono utilizada y el segundo en base a la fuente de electrones uti-
lizada para la produccién de energfa. Desafortunadamente, el término "fa

cultativo"” no se ha podido eliminar, porque algunos microorganismos pre-

sentan un comportamiento mixto.

Ellobjetivo de la presente revisidn bibliogréfica es presentar un re-
sumen de los estudios bioquimicos y fisiolégicds hechos sobre estos micro
organismos que contribuyen a aclarar su interesante comportamiento, su si
tuacidn particular entre las bacterias asi como sus aplicaciones que dia
a dfa va ganando importancia. De una manera indirecta se hace un andlisis
de la aplicacidén en la taxonomia de los grupos nutricionales resultantes

de las modificaciones hechas a los términos autdtrofo, heterotrofo y 1itd:

trofo.
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ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA NUTRICION DE BACTERIAS AUTOTROFAS

A) Bases Fisioldgicas para la Clasificacidn Nutricional Microbiana.

Un aspecto de la fisiologfa microbiana que ha servido como pardmetro

para su clasificacidn es la nutricidn.

La nutricién es una funcidn bioldglca, mediante la cual, los microor
ganismos logran un balance entre anabolismo y catabolismo tomando del me
dio que los rodea los elementos que los transforman en precursores de

biosintesis, generando energia a través de esta transformacidn, fig. l.

Lo que aqul llamamos "elementos" son en realidad substancias (nutrien
tes) con diversas caracteristicas y diversos fines en el metabolismo, de

las que se hablard en el curso de este trabajo.

Substratos reducidos Productos oxidados
(fuente de energia)

Reacciones exergdnicas
(CATABOLISMO)

ATP
Intercambiador de

energfa

Reacclones endergdnicas
(ANABOLISMO)

FIGURA 1. Esquema de los procesos que conocemos en conjunto gbmo'mecabo—
lismo. ' .

Los compuestos que toman los microorganismo de su medio ambiente pa-
ra el metabolismo, reciben el nombre de nutrientes. Estos compuestos son

necesitados en diferente proporcidn, seglin sus caracteristicas.



4.

Aquellos que son requeridos en grandes cantidades se llaman macronutien-
tes, y los que se requieren en poca cantidad, pudiendo llegar a ser tra-
zas, son llamados micronutientes. Por otro lado, dependiendo del metabo-
lismo asimilatorio microbiano los nutrientes se pueden dividir en dos

grupos:

a.- Nutrientes necesarios sin los cuales la cé&lula no puede crecer.
b.- Nutrientes utiles pero no indispensables. Estos se utilizan cuando

estan presentes, por lo que se les considera no esenciales-.

Debido a la variedad nutricional que presentan los microorganismos,
se tiene como consecuencia un comportamiento fisioldgico diferente. La
clasificacidn microbiolfgica basada en los requerimientos nutricionales,
tiene como objetivo definir grupos, donde el comportamiento fisioldgico
sea lo mas uniforme posible, y asi poder emplear este dato en la taxono

mfa general.

En la actualidad se emplean tres caracteris;icas nutricionales de

los microorganismos para poder definir los grupos, a saber:

1.~ Fuente de energia: Puede ser luz radiante o energia de enlace
quimico.

2.~ Fuente de electrones: Se refiere a la naturaleza quimica de los subs
tratos oxidables, que puede ser orginica o
inorgidnica.

3.— Fuente de carbono: Donde se considera la naturaleza del compues-
to carbonado y el niimero de carbonos que posee

el substrato utilizado para este fin.

De estas tres caracteristicas, se pueden definir términos que emplea-
ré para la denominacidn de los grupos nutricionales, por lo que se expli-

can a continuacidn:

—
Fotétrofo: Microorganismo que utildiza la luz
como fuente principal de energia,
que también obtienen en cierta
Segin la proporcidn de reacclones quimicas.
Fuente de energia< :
Qumidtrofo: Microorganismo que obtiene su ener
gla por medio de reacciones de oxi
do~reduccidn, no realizan fotosin-
tesis.
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'“—brganécrofo: Microorganismo que utildza sustan
cias orgidnicas como donadores de

Segiin la electrones.
Fuente de
electrones. LitStrofo: Microorganismo que utiliza sustan

cias inorgdnicas como donadores
de electrones.

-HeterStrofo: Microorganismo que asimila el car
eiengal bono de compuestos con mids de un

Segiin la dtomo de carbono.
Fuente de T :
carbono Autdtrofo: Microorganismo capaz de asimilar
: compuestos con un dtomo de carbo-
no (1C).

A.l) Observaciones que Sugieren un Cambio en la Definicidn de Autdtrofo.

Los términos definidos segiin la fuente de carbono, se ha modificado
con respecto a lo que tradicionalmente se habia manejado como significati
vo.

Es importante hacer una revisidn de los hechos que han producido la
definicién tradicional, asf como también aquellos que han provocado el
cambio.

Tradicionalmente a los t&rminos heterStrofo y autdtrofo se les ha da-

do el siguilente significado:

Heterdtrofo: Microorganismo que asimila el carbono de compuestos or-

génicos que a su vez le sirven como fuente de energia.

Autdtrofo: Microorganismo que asimila el carbono proveniente del
CO2 mediante el clclo de Calvin; obtienen su energfa
por la oxidacidn de compuestos inorgdnicos como el ni-
trito, amoniaco, azufre elemental, etc. Ademds, son in-

capaces de crecer en un medio con compuestos orgdnicos.

La nueva definicidén de autdtrofo, y por consiguiente la de heterdtro-—
fo, toma en consideracidn las tres caracteristicas anteriormente menciona
das para denominar los grupos nutricionales microbioldgicos. Esta. forma
de denominar a los microorganismos no ha sido aceptada oficialmente por
todos los Investigadores relacionados con este campo, pero las definicio-
nes y el nombre de los grupos nutricionales cuentan con el respaldo de

los reportes publicados sobre la fislologia de la nutricién bacteriana,
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desde que Winogradsky observd por primera vez el fendmeno de la oxidacidn

de compuestos Inorganicos por bacterias en 1887-1888.

Sergius Winogradsky y Martinus Willhl Beijerinck, fueron dos cientifi
cos que aportaron el descubrimiento de las bacterias inorgano-oxidantes y

la fijacidn de nitrdgenc atmosférico por los microorganismos (93).

EL primer. descubrimiento se llevd a cabo mediante la experiméntaciSn
con las bacterias Beggiatoa (1887) y Leptothrix (1888), donde observaron
la oxidacidn que se efectuaba a los compuestos de azufre y fierro. Como
consecuencia, se empled los té&rminos autdtrofo y quimiolitdtrofo, coml si
nénimo para describir estas bacterias. Otra observacidn en la cual se en-
fatiz&, fue el papel que tenfa la materia orgdnica ex8gena con respecto a

estas bacterias, era no utilizable y tdxica.

La primera demostracidn convincente sobre el comportamiento de los mi
croorganismos llamados autdtrofos, provino de los experimentos realizados
con las bacterias nitrificantes, realizados por, Winogradsky en 1890, don-
de hizo una demostracidn inequivoca de que el Hcido carbdnico era asimila
do por esta clase de bacterias durante la oxidacidn del amoniaco y del ni
trito, esto le dio la pauta para describir con seis caracterIsticas el

comportamiento fisloldgico de las bacterias inorgano—oxidantes (93)

1.- Desarrollec en un medio solo mineral provisto de sustancias inorgéni-
cas oxidables.

2.— Procesos vitales ligados estrechamente a la . presencia del amoniaco,
en el caso de la nicrificacidn.

3.~ Oxidacidn del amoniaco como dGnica fuente de energfa.

4.- No tienen ninguna necesidad de nutrientes orgidnicos, ni en calidad de
precursores de bilosintesis, ni como fuente delenergia.

5.~ Incapacidad de descomponer sustancias orginicas, cuya presencia afecta
el desarrollo.

6,~ Asimilacidn del acido carbénico como indica fuente de carbono, por via

quimiosintética.

Debido a esta descripcidn, el té@rmino quimiolitrdfo o quimicautdtrofo
se relaciond con algunas caracterIsticas especIficas que se les considerd
obligatorias durante el metabolismo asimilatorio para el CO2 como fuente

exclusiva de carbono, asi como la capacidad de oxidar compuestos inorgidni
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cos e inhibicidn del crecimlento por materia orgdnica exdgena. Este con-
cepto no fue alterado por el descubrimiento de las bacterias del hidrSgg
no realizado por Kaser en 1906, las cuales pueden crecer, tanto en medios
completamente inorginicos, o medios con substratos orginicos. La conse-
cuencia fue que Winogradky introdujo de 1923-1949, los nuevos términos
"autdtrofo obligado" y "autdtrofo facultativo" para explicar este nuevo
comportamiento. Los términos fueron aceptados, por lo que se definieron
tres grupos nutricionales, para estas bacterias:
1.~ Autdtrofo obligado; Microorganismo que fija CO2 por el ciclo de Cal-
vin y utiliza compuestos inorgianicos reducidos como fuente de energfa.
2.~ Autdtrofo facultativo; Microorganismo que tiene la habilidad de cre-
cer tanto en medlos orgdnicos como inorginicos.
3.~ Mixotrdfo; Microorganismos que presentan un crecimiento autdtrofo y

heterdtrofo simultdneo.

En experimentos posteriores en vez de encontrar argumentos para for-
talecer las definiciones propuestas para los grupos nutricionales maneja
dos hasta entonces, se encontrd que habfa caracteristicas en total con-—
traposicién con lo aceptado como autotroffa.

Analizando cada caracteristica propuesta en la definicién clisica de
autdtrofo y las observaciones de los experimentos realizados, podemos te
ner una visidn mds clara de las circunstancias que obligan a hacer un

cambio en la definicidn y por consiguilente en la denominacién de los gru

pos nutricionales.

A.2) Teorias Acerca de la Autotrofia.

Al respecto podemos decir, que los estudios realizados muestran que

durante el ecrecimiento de bacterias consideradas como autdtrofas obliga-—

das (bajo la definicidn tradicional), se observa un metabolismo asimila—
torio real de compuestos orginicos, (15, 22, 75, 77, 93, 121). Ademas se
ha demostrado la presencia de enzimas capaces de metabolizar una amplia
gama de compuestos orgdnicos, en este tipo de bacterias. La pregunta que

surge indudablemente es; (Por qué las bacterias llamadas autdtrofas no
crecen en medios heterdtrofos?
Se han propuesto algunas hip&tesis (82) para explicar este comporta-

miento , a saber:



a)

b)

c)

d)

sis.

A2,

8.

Lesiones metabflicas. Se refiere a la ausencia de clertas enzimas cla

ves para el crecimiento con compuestos orginicos.

Dependencia regulatoria del CO2 en el metabolismo. Esto quiere decir,

que ningiin otro compuesto puedz sustituir al CO2 como fuente de carbo
no para la bilosIntesis.

Toxicidad. E1l crecimiento en medios organicos fracasa porque los subg
tratos son tSxicos, o bien, porque a través de ellos se producen meta

bolitos intermediarios tdxicos.

Incapacidad para obtener suficiente energfa por la oxidacidn de com—

puestos orgdnicos. Esta hipStesis no cuenta con la informacidn sufi-

ciente para poderla analizar, por lo tanto se han excluido.

A continuacién mencionaré los fundamentos de las tres primeras hipdte

a) Lesiones metabSlicas. Dos lesiones en particular han sido propues-

tas, la primera es que los microorganismés denominados autdtrofos
carecen de la NADH-oxidasa, por consiguiente no pueden generar -ener
gfa por 1la oxidacién de esta molécula, pero los resultados obteni-
dos por Peck y Suzuky (82) han comprobado lo contrario. La segunda
lesidn propuesta es, la ausencia de la 2-oxoglutarato deshidrogena
sa, lo que convierte al ciclo de Krebs es una via puramente blosin-
tética, perdiendo su caracterIstica de generadora de energla. Se

ha pensado que esta lesidn en particular ocurre en tiobacilos, bac
terias nitrificantes y cianobacterias, pero no parece ser una ra-
z8n lo suficientemente fuerte para que las bacterias tengan que pre
sentar un metabolismo depeqdiente de CO2 y compuestos inorgdnicos
reducldos, especialmente si sabemos que algunas bacterias heterStro
fas pierden la capacidad funcional del Ciclo de los Acidos Tricarbo
xflicos (ciclo ATC) cuando crecen anaerobicamente.

Por otro lado, si el Ciclo de los Acidos Tricarboxflicos incompleto
y la ausencia del Ciclo del Glioxilato implicara que ciertos metabo
litos no se producen excepto cuando el 002 es fijado, entonces ted-
ricamente, si se le afiaden al medio los suplentes del ciclo, los mi
croorganismos podrian .omitir al CO2 como fuente de carbono, pero
tampoco fue el caso. Por lo cual, la suposicién de la lesidn es sim

plemente una aproximacidn, siendo mids realista pensar que cada le—
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sién actila en relacidn a un dinico mecanismo control o complementa
algunos problemas metabdlicos relacionados con la relativa invaria
bilidad enzimdtica y/o metabolitos autotdxicos, lo acual es la ba-

se para la segunda hipdtesis.

A.2.b) Toxicidad o autotdxicidad. Los microorganismos llamados autStro-—

fos, pueden oxidar glucosa y otras sustancias orgdnicas y como re-
sultado crecer. Pero estos substratos rapidamente empiezan a ser
no metabolizables, por la generacién de metabolitos intermediarios
tSéxicos, como ceto-dclidos (2-oxoglutarato, consecuencia de la le-—
8idn en el ATC) y el p-hidroxifemilpiruvato. Esto se ha reportado
para algunos tiobacilos (82). ‘

Para comprobar lo anterior, se han hecho estudios utilizando culti
vos que se desarrollan en sistemas donde durante el crecimiento,
el medio de cultivo estd teniendo una didlisis. Los resultados ob-
tenidos por medio de esta té@cnica fueron los esperados, pero la
evidencia no fue concluyente, porque una sustancia inhibitoria co-
min, no puede ser producida por toda clase de bacterias; ademis,
gse plensa que pueden ser formadas otras dos clases de metabolitos
inhibitorios; l.- Aquellos sobreproducidos a causa de los diferen-
tes procesos regulatorios prevalencientes durante el crecimiento,
por ejemplo, algunos aminodcidos (a muy bajas concentraciones son
t8xicos), 2.~ Aquellos acumulados por el funcionamiento de las vi-
as a un nivel anormal, como resultado de un exceso de substrato
asimilable.

A.3) Fuente de Energfa y Electromnes.

La fuente de energfa para los quimiosintéticos depende de las reac-
clones de oxido-reduccidn que se llevan a cabo durante el metabolismo de
los diferentes substratos. Esta energfa es asimilable en enlaces de tipo
anhidrido, formando moléculas con alto contenido energético, la mas impor
tante, debido a la frecuencia con que se utiliza, es el ATP. Los substra-
tos que intervienen en estos procesos para los microorganismos autdtrofos
segiin la definicidn tradicional son de naturaleza inorgénica, pero se ha
visto en la actualidad que tales compuestos no solo son inorginicos sino
que, tambi&n son capaces de utilizar compuestos orginicos y no necesaria-

mente son la fuente de electromes para la reduccidn del NAD+ o el FAD+.
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que posteriormente son oxidados, si es necesario, en la cadena respirato-
ria para la produceidn de ATP o bien ser utilizados en otros procesos bilg
sintéticos.

Estas observaciones son apoyadas por los estudios realizados en bac~
terias consideradas tipicamente heterdtrofas hajo la definicidn cldsica.
Estos estudios fueron desarrollados por Norris y Richmond (82, 28), utili
zando bacterias del género Desulfovibrio y Desulfotomaculum, de las obser
vaciones reportadas se desprende que estas dos especies de bacterias son
capaces de oxidar hidrdgeno y en cilertas de Actinomiceros y algunas Pseu~
domonas son capaces de utilizayr amoniaco y tiosulfato respectivamente. De

algunas de estas oxidaciones se obtiene claramente la produccidn de ener-
gfa, como es el caso de la oxidacidn del hidrSgeno.

De lo anterior podemos apreciar la necesidad de considerar la fuente
de energfa y la fuente de electrones como necesidades fisioldgicas inde-
pendientes, por lo que no se pueden definir en un solo término.

A.4) Fuente de Carbona.

La fuente de carbono para los autdtrofos, segiin la definicidn, es el
co

2* siendo asimilada mediante el ciclo de Calvin.

Esta caracteristica si
es comprobada en todos los estudios realizados, pero ademds se ha obsexrva

do que existen otras vias para la misma asimilacidn, correspondiendo el
mecanismo a la Reversa del Ciclo de los Aéidos Tricarboxflicos encontrada
en bacterias como Chlorobium, y la VIa de dcidos dicarboxilicos CA' De
igual manera se ha demostrado por Mac Fadden (78) que el acetato es asimi
lado e incorporado a los componentes celulares, pero solo cuando el CO2
estd siendo utilizado como principal fuente de carbono. Por lo anterior,

la descripcidn de un grupo nutricional no es posible mediante el empleo

de t&rminos simples, sino que es consecuencia de la combinacldn de estos.

Esta nueva manera de formar el nombre para los grupos nutricionales fimpli
ca un cambio, como lo he mencionado, en la definicidn de autdtrofo.

(82).
La definicidn actual de autdtrofo, emplea un criterio surgido de los
estudios realizados con bacterias que emplean substratos de un dtomo de

carbono (1C) como fuente de carbono. Estos microorganismos presentan ca-

racteristicas similares, como las vias de asimilacidn para dichos compues
tos. Tales vias son:

1.~ De la Ribulosa Difosfato o tambi&n ilamada Ciclo

de Calvin. 2.~ De la Ribulosa Monofosfato o de la Alulosa.

3.~ Via de 1la
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Serina.

Los microorganismos que poseen cualquiera de estas vias tienen com-
portamientos similares frente a compuestos superiores de un Atomc de car-
bono, cualidad que ha valido para emplearla como paridmetro de clasidfica-

cidn.

Las caracterIsticas bioquimicas de las vias de asimilacidn as¥ como

de los grupos nutricionales, serdn tratados en los capitulos posteriores.

"B) Hacia una Definicidn mds Precisa de los Grupos Nutricionales.

Los grupos nutricionales se forman combinanado las tres caracteris-
ticas nutricionales mencionadas anteriormente como muestra la siguiente
tabla. (1)

FUENTE DE ENERGIA| FUENTE DE ELECTRONES FUENTE DE CARBONO NOMBRE DEL GRUPO
R NUTRICIONAL
Luz Quimicas Orgdnica | Inorgdnica ic + de 1C
Foto- organo- heterdtrofd Fotoorgancheter§trofo
Foto- organo- autétrofo Fotoorganoautétrofo
Foto- lito- heterdtrofd FotolitoautStrofo
Foto- » lito- autStrofo FotolitoautsStrofo
Quimio~ organo=- heterétrofd Quimiocorganohetexdtrofo
Quimio- organo- autdtrofo QuimiocorganoautStrofo
Quimio- lito- heterétrofd Quimiolitoheterdtrofo
Quimio- lito- autdtrofo Quimiolitoaut‘.étrofe;

Tabla 1. Grupos Nutricionales, denominados segiin la nueva terminclogfa.
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B.l) Microorganismos fotosintéticos.

La fotosintesis es un proceso comiin a todos los microorganismos in-
cluidos en esta categorfa. El objetivo no es hacer un estudio detallado
de las reacciones implicadas, sino por el contrario, hacer una revisién
general aplicando los pardmetros de clasificacidn nutricional anterior-
mente descritos, con la finalidad de demostrar su aplicacidén a dichos mi-

croorganismos.

La fotosIntesis es uno de 1los procesos mds importantes de la Biolo-
gfa y es la caracterfstica comiin a este grupo o clase nutricional. Con-
siste esenclalmente en la conversidn de la energia luminosa en energia
quimica, la que posteriormente se utiliza en la sintesis de constituyen-
tes celulares o cualquier otra funcidn bioldgica energé€tico dependiente.
La forma de almacenar la energia proveniente de la luz, es mediante la
formacién de ATP, e indirectamente en polimeros degradables como glucd-
geno, betapolihidroxibutirato (PHB). La sintesis de ATP en bacterias fo-
tosintéticas es mediante una fotofosforilacidn ciclica, producto del fun-
cionamiento del Sistema I. El1 CO2 es asimilado durante la fase oscura de
la fotosintesls, principalmente para la sIntesis de carbohidratos pero
también de otras moléculas. En las plantas verdes, el CO2 es fijado me-
diante el Ciclo de Calvin y en algunos casos esta via es apoyada por la
1llamada "Via de los dcldos dicarboxIlicos C4". Las bacterias, al igual
que las plantas verdes, poseen el citado Ciclo de Calvin, pero algo muy
importante es que esta via no es exclusiva de los microorganismos fotosin
téticos. Lo que se ha observado es que en algunas bacterias se encuentra
una segunda via que sirve como apoyo a 1la primera, y se le conoce como Ci
clo Reductor del Citrato o Reversa del Ciclo de los Aclidos Tricarboxili-
cos. Los pasos particulares, asf como enzimas que intervienen son trata-

dos en el capftulo II seccidn B.

En la tabla No. 2, se resumen las caracteristicas de los grupos nu-

tricionales de microorganismos fotosintéticos.

A continuacidn se presentan las caracterIsticas de los cuatro posi-

bles grupos nutricionales de organismos fotosintéticos.

B.l.a) Microorganismos fotoorganoheterdtrofos. Este grupo nutricional es-—

td representado por miembros de las bacterias plirpureas no sulfu-



Plantas Algas Bacterias Verdes
Verdes Eucariotas Sulfureas SGlfureas No Sdlfureas
Clorobiaceas Cromatiaceas Rhodospirilaceas| Cianoficeas
Metabolismo Fotétrofo Fotétrofo Fotétrofo Fotétrofo Fotétrofo Fotétrofo
Energético Obligado Obligado Obligado Obligado Facultativo Obligado
Reductores H,,8°, S,0; H H,S, §°, S,03, H,|H,, compuestcs
2057 Sp03, Hy | HpS, 57, 5,03, Hy 1My, H.0
Fotosintéticos Hy0 Hy0 (algunas z:e;:as (algunas cepas orgdnicos, H,3 a 2
P tos orgé- P s orgd- |bajos niveles.
nicos) nicos)
Deposicidn Fuera .de la Por lo general El S° no suele
de Azufre célula en el interior ser donador de
de la célula electrones in-
excepto Ecto- termedio
thiorhospira
Respiracidén Aerobio Aerobio Anaerobio obli- Anaerobio Anaerobio facul- Aerobio obligadn
obligado “obligado gado excepto obligado tativo
T . Chloroflexis
Aparato o Cloroplastos Cloroplastos Vesfculas no Liminas o tu- L3aminas o tubes
membrana fo- - : continuag con bos continuos continuos con la
tosintética la membrana con la membrana membrana plasni-
plasmitica plasmitica tica
Fuente de . CO2 y algunos
Carbono co, coz’ co, co, cofipuestos orgd- Co,
nicos superiores .
de 1C
Factores de Vit By, o vit By, © Usualmente com-
crecimiento ninguno ninguno plejo
Grupo Fotolitoaut$ Fotolitoautd. . Fotolitoaut~ Fotolitoauté- Fotolitoatétrofo | FotolitoautStrofo
Nutricional trofo trofo trofo faculta trofo faculta faculrativo y al

tivo

tivo

gunas cepas Qui-
mioorganoheterd=-
trofas

Tabla No. 2. Caracter{sticas de los grupos nutricionales de organismos fotosintéticos.

‘€1
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reas (familia Rhodospirillaceae) del género Rhodopseudomonas y del género

Rhodospirillum, los cuales son capaces de crecer en una gran variedad de
compuestos orginicos de mds de un dtomo de carbono, entre los cuales es-
tdn reportados mds comunmente; dcidos grasos, aminodcidos, alcoholes, in-
termediarios del Cicln de Krebs, carbohidratos, acetato y piruvato. Hay
clerta predominancia del género Rhodogseudémas para presentar este compor
tamiento. El metabolismo de compuestos orgdnicos por bacterias fotosintg
ticas ha sido estudiado por mds de 40 afios, as{ como tambié&n la cuestidn
de la autotrofia y fototrofia .obligada. Que esto parece ser no tiene una
relacidn simple, ya que se han encontrdo bacterias que captan la luz me-—
diante sus pigmentos y metabolizan compuestos orgdnicos como primera fuen
te de carbono y/o de electrones. En la actualidad generalmente se admitio
que el mecanismo de asimilacidn de compuestos organicos por estas bacte-—
rias es similar a aquelles encontrados en los organismos heterdtrofos tI
picos no fotosintéticos, especialmente si el Ciclo de Krebs esta comple—

to. La familia Rhodospirillaceae, en general, tiene como caracteristica

por lo cual mientras crece en presencia de luz

ser fototrdfa facultativa,
tiene una respiracidén anaerobia y metabolismo fotosint&tico; pero cuando

estd en la oscuridad tiene una respiracidn aerobia y metabolismo quimio-

sintético. A continuacidn haré& una breve revisidn de los substratos orgi—

nicos utilizados por estas bacterias.

B.l.a.l) Utilizacidn de glucosa y fructosa. (17). El crecimiento de Rho-

dopseudomonas sphaeroides en glucosa como fuente de carbono, fue re

portado por vanNiel en 1944. Posteriormente se observd que este cre
cimiento era pobre (Szymona y Doudoroff, 1960), por lo que se prefi
rié probar otras sustancias tales como fructosa y manosa. Como re-
sultado se obtuvo la produccidn del dcido 2-ceto 3-desoxiglucdnico
y ademds se encontrd que la VIfa de Embden-Meyerhof-Parnas (E.M.P.)
es constitutiva. Posteriormente se trabajd con mutantes de esta es-
pecie, las cuales metabolizaron la glucosa por la Vfa Entner-Doudo-
roff (E.D.), Rhodopseudomona capsulata, generalmente no metaboliza

la glucosa por la vIa E.D., pero metaboliza la fructosa por la via

E.M.P. que es inducida por este carbohidrato. (17)

_citrato. Rhodospirillum rubrum puede

B.l.a.2) Utilizacidn de g
tener crecimiento tanto anaerobio en presencia de luz, como aerobio

glutamato

en la oscuridad, usando L o D~glutamato. Los estudios se han hecho
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con este substrato marcado e inhibidores metab&licos. (17) Los re-
sultados han sugerido queRs., rubrum utiliza el glutamato empleando
el ciclo de Krebs. Tambi&én hay una evidencia enzimitica en los ex-
tractos libres de células de estos cultivos, de la presencia de una
coenzima dependiente de la glutamato mutasa (17), que sugiere que

el glutamato pueda‘ser asimilado a través de los siguientes pasos:

) . CH4 H3
Glutamato _.A. f -~metilaspartato mesaconato ——p»=
T

Acetato

—————p» Citramalato
Piruvato

esta ruta es conocida en otro tipo de bacterias, como los clostri-

dios.

B.l.a.3) Utilizacidn de glicerol. El glicerol sirve como fuente de carbo~

no para Rp. palustris y Rp. sphaeroides, ﬁero no favorece el desa-
rrollo aerobico o fotosint&tico de Rp. capsulata y Rp. gelatinosa.
Rhodopseudomonas sphaeroides degrada glicerol formando inicialmente
glicerol-3fosfato el que es subsecuentemente convertido a dihidroxi

acetona fosfato. Estas reacclones son catalizadas por una gliceroci
ngsa soluble. Cuando estos organismos crecen en un medio que contie
ne tanto glicerol como malato, se consume primero el malato y en es
te lapso, las enzimas del metabolismo del glicerol estdn reprimidas.
Una vez consumido el primer substrato en una accién simulfanea se
elimina la represidn de las enzimas para el glicerol y se reprimen

las del malato.

B.l.a,4) Utilizacidn del acetato. Desde 1951 se conoce la capacidad de

Rs. rubrum para incorporar el carbono proveniente del acetato, por
los trabajos de Cutenilli (17). Stainer por su parte desarrolld un
trabajo (1959) donde muestra muy claramente que el carbono del ace-
tato es asimilado directamente al polfmero PHB. En presencia de COZ,
el carbono del acetato es encontrado en polisacdridos. Otra carac-—
terIstica importante de Rs. rubrum es que no posee un ciclo active
para el Glioxilato, ya que estd ausente la enzlima isocitrto liasa

esencial para dicho funcionamiento.
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B.l.a.5) Utilizacidn de alecoholes v D- vy L-malato (17). Las bacterias pir

pureas no sulfilireas generalmente se encuentran en habitats donde
son acumulados los productos de fermentacidn de otros organismos.
Rs. rubrum ha mostrado poseer la enzima alcohol deshidrogenasa que
es inducible y facilita la utilizacion de algunos alcoholes produc-—
to de la fermentacidn. El crecimiento de esta bacteria en un medio
de etanol incrementa la actividad de la enzima alcohol deshidrogena

sa en un 20% sobre el nivel encontrado cuando crece con malato.

B.1.b) Microorganismos fotoorganocautdtrofos. En este grupo nutricional

los organismos representativos son capaces de utilizar compuestos

orgdnicos y(xbpara su crecimiento. Ahora se sabe que la principal

funcidn de los substratos orgdnicos en las bacterias fotosintéti-

cas es la de servir como verdaderas fuentes de carbono asimilable

y no como lo sugiere Gaffron (17) que son exclusivamente fuente de
electrones o poder reductor para el COZ' Con esto se supone que al
gunos substratos con clerto grado de oxidacidn pueden servir como

‘fuente de carbono, por ejemplo azicares y amincdcidos. Por otro 1la
do, hay compuestos organicos (relativamente pocos) que solo donan

electrones, como el isopropanol.

Las especies incluidas en este grupo nutricional son de la Familia
Clorobiaceae el género Cloroflexus, familia Cromatiaceae con las

espcecies Thiocaspa roseopersicina y Chromatium vinosum y de la Fa

milia Rhodospirillaceae, solo aquellas especies que son cultivadas

bajo condiciones especiales, lo cual no ha permitido definir a

ciencia cierta si se trata de una mutacidn o es una caracteristica
propia de la especle. En las figuras 2 y 3 se encuentran resumidas
las caracterIsticas anteriormente mencionadas para la utilizacidn

de los diferentes compuestos orgdnicos referidos.

B.l.c) Microorganismos fotolitoheterdtrofos. Grupo nutricional representa

do en gran parte por las bacterias pirpureas del azufre pertene-—
cientes al género Cromatiaceae. Tienen una gran tendencila hacia la
utilizacidén de compuestos reducidos de azufre como donadores de
electrones y presentan la capacidad de asimilar compuestos de mis

de un itomo de carbono. Las especies de la Familia Clorobilaceae
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Figura No.2 Esquema para la utilizacidn de compuestos orgdnlcos mayores
de un dtomo de carbono (lC), por microorganismos fotosinteti-
cos pertenecientes a la Familia Rhodospirilaceae génro
Rhodopseudomonas y Rhodospirillum.
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hidroxibulirato.



19.

asimilan compuestos orginicos s8lo cuando estd presente el €o,, 1lo
que sugiere una dependencia metabdlica de este compuesto.

Con respecto a lo estudiado sobre la Familia Rhodospirillaceae, se

ha encontrado que algunas especies pueden oxidar compuestos reduci-—
dos de azufre como HZS’ pero sin acumulacién de S°®, porque se pre-
senta una oxidacién hasta sulfatos. Esta caracteristica se ha obser
vado en muy pocas especles, y sd5lo se ha conseguido en condiciones
de cultivo muy estrictas y con eliminacién de los productos de dese
cho de los microorganismos. Debido a la anterior dificultad para su
cultivo en presencia de compuestos de azufre a las especies de la

Familia Rhodospirillaceae se les ha considerado como Bacterias pir-—

purea no sulfiireas.

B.l1.d) Microorganismos fotolitoautStrofos. Las plantas verdes y algas cia

B.2)

noficea representan a este 8TUpO de organismos. Tienen un comporta-
miento dependiente del CO2 como fuente de carbono y del H20 como do
nador de electrones. :

Microorganismo Quimiosintéticos.

Los microorganismos quimiosintéticos como mencion& anteriormente,

obtienen su energfa de reacciones de oxido-reduccidn. También en este ca-

so el ATP es la principal forma accesible de energfa y se sintetiza me~

diante una fosforilacidn a nivel de substrato u oxidativa, (este tema se-—

rd objeto de estudio en el capitulo tres).

El resumen de las caracteristicas nutricionales en los microorganis

mos quimiosint@ticos estdn dadas en la tabla No. 3
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GRUPO NUTRICIONAL FUENTE DE FUENTE DE RESPIRACION TIPO DE BACIE-
. ELECIRONES CARBONO RIAS QUE SE EN-
CUENTRAN INCLUI-
DAS
Quimioorganoheterdtrofo| Carbohidratos, | Gran variedad Aerobia, Anaero- + 90% de las

aminodcidos,
gran variedad
de compuestos
orginicos.

de compuestos
orgénicos y
algunas veces
el CO,.

bia y Fermenta-
tiva.

bacterias cono-
cidas.

Quimioorganoautotrsfo Metano, meta- | CO,, metano, Aerobia a) Metano-oxi-
nol, metilami- dantes.
na,’formato, Tgtiﬂﬁl’fm§;:: b) Metil-, for]
ocacionalmente com » Lo mato oxidan
glucosa y fruc : tes.
tosa.

Quimiolitoheterotrdéfo Hidrégeno, com| Principalmente a) Bacterilas

o Quimialitoautotrdfo puestos reduci | CO, y ocacio- del Hidré-

facultativo. do?Hdg a;gfre nalmente gluco: By %iggérias
= r ? sa y fructosa. del Azufre

SO $,0.) *
3 7273
Quimiolitoautdtrofo Compuestos or- CO2 Aerobia- Bacterias del

génicos de ni-
trégeno (Nl‘l3 >

NOZ)

Nitrégeno.

Tabla No. 3. CaracterIsticas nutricionales:de los microorganismos Quimio-

sintéticos.

A continuacidn se describen las caracterIsticas nutricionales

de los dos primeros grupos, los Quimioclitotrdfos (auto y heterdtrofos) se
rdn tratados en el siguiente capitulo. ‘

B.2,a) Microorganismos quimiocorganoheterStrofos. Este grupo estd integra-

do por lamayorfa de las bacterias conocidas. Tienen la capacidad de

asimilar una enorme cantidad de substratos para su crecimiento.

De-

bi&o a esta capacidad presentan un comportameinto bioquimico de asi
milacidn igualmente extenso. Revisar las caracteristicas bioquimi-

cas y fislolégicas de este grupo es tema fuera del objetivo de esta
revisidn bibliogridfica, lo que se puede decir es que los estudios

realizados en estas bacterias han tenido como resultado la creacidén
de los pilares de la bioquimica microbiana por ejemplo, la descrip-—
cidn de rutas metabdlicas tan importantes como las de Entner—Doudo-—

roff , Embden Meyerhof Parnas, el Ciclo de Krebs, y muchas otras.

Los microorganismos quimioorganohetefétrofos de los géneros Desulfo
vibrio y Desulfotomaculan utilizan hidrSgeno como fuente de electro

nes, como ya se dijo, pero tienen preferencia por los compuestos
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orginicos superiores a un dtomo de carbono para la obtencidn de
energfa y carbono, ademids no poseen ningiin mecanismo de asimilacién
para CO2 por lo que a estos organismos los podriamos denominar Qui-
miocorganoheterdtrofos facultativos con respecto a la fuente de elec

trones.

B.2.b) Microorganismos quimicorgancautStrofos. Este grupo de bacterias es

td representado por aquellas que utilizan compuestos orginicos de
un dtomo de carbono como fuente de electrones y carbono. Esta clase
de bacterias las podemos dividir en dos subgrupos:

Bacterias Metano-y Metanol-oxidan-
tes

<

Bacterias = . )
Quimioorganoautdtrofas

Bacterias Metilamina-y formato-oxi
dantes

B.2.b.1) Bacterias metano y metanol oxidantes (45, 88, 92). En realidad

este grupo es muy reducido y ha sido poco estudiado. Las especies

que han recibido mayor atencidn son: Pseudomonas methanica ( conoci

da anteriormente como Bacillus methanicus), fue descrita en 1966;

Pseudomonas mathanitrificans; Methanomonas mathanooxidans, descrita

en 1964; Methylcoccus capsulata, descrita en 1966. Desde este afio

(1966), se han obtenido cerca de 100 especies de microorganismos me
tancoxidantes, los cuales se encuentran agrupados en los géneros

que muestra la tabla No. 4
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ORGANISMO MORFOLOGIA GRAM MEMBRANAS INIERNAS VIAS DE ASIMILACION
Methylosinus {Bacilo vibroide ) II 'Serina
Methylocystis Vibrioide =) I1 . Serina
Methanomonas {Bacilo corto ) II "‘Serina
Methylomonas |Bacilo corto ) 1 ‘;VAlﬁidsa
Methylobacter {Bacilo corto -) I vAlﬁi&sa:y
Methylococcus [Coco (=) I «Aluiaéé:f'
Pseudomonas Bacilo corto ) I, II er na:}”Alﬁlosa'

Tabla No. 4. Caracteristicas morfoldgicas de los géneros incluidos en el
grupo de bacterias metano y menatol oxidantes.

Wittenburg, Wilkinson y colaboradores (18) han reportado que todas
las bacterias metanooxidantes crecen en metanol y dimetileter, pero
no en otros substratos. Las bacterias metanooxidantes mis estudia-

das son las siguientes:

Pseudomonas methanica. Fue inicialmente aislada por S8hngen en 1906

y mombrada por &€l como Bacillus methanicus, despuds en 1966 fue es-

tudiada por Dworkin y Foster quienes la denominaron Pseudomonas me-

thanica. Es un bacilo Gram negativo con flagelo polar simple, forma

colonias rosa de 2-4 mm de diZmetro cuando crece en placas de agar.

Foster y sus colaboradores aislaron este microorganismo principal-

mente de agua de estanques o charcos.

Pseudomonas methanitrificans. Se hicieron wvarios aislamientos de

bacterlas metanooxidantes y fijadoras de nitrégeno, las cuales for-
maron colonias blancas o ligeramente amarillas. Las mis comunes son
bacilos Gram negativos mdviles. Estos organismos no crecen en otra
fueﬁte que no sea la mencionada (no hay experimientos miAs detalla-
dos). Los aislamientos los realizd Davis en 1964 de fuentes natura-

les incluyendo muestras de suelos, las cuales se expusieron al meta
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no o gas natural. El enriquecimiento fue logrado por transferencias
sucesivas en medio 1lIquido, eliminando simultaneamente la fuente de
nitrdgeno e incubdndolos con agitacidn en atmdsfera de metano a

30 Cc°.

Methanomonas methanooxidans. Los primeros reportes del aislamiento

de esta bacteria fueron hechos por Brown y Stocks; Masleskey en
1964 (18). El1 indculo se obtuve de fuentes naturales como suelo,
lodos, aguas de minas y desechos fecales de rumiantes. El crecimien
to selectivo de estos microorganismos se logrd en medio 1liquido a
temperaturas de 28-30 C°, bajo una atmésfera de metano. De estos
cultivos se hicieron una serie de tranferencias, donde de la {ltima
se inocularon cajas con agar mismas que se incubaron en idénticas
condiciones. Despu€s de diez dfas de incubacién se obtuvieron mi-
cro—-colonias ligeramente coloridas formadas por bacterias pleomori-
ficas Gram-negativas mdviles y asociadas generalmente en rosetas.
Las colonias nunca crecieron mds de o.l mm de diZmetro, aun con in-
cubacidn prolongada.

Los estudios mds recilentes han incluido la observacidn de los culti
vos al microscopioc para llevar a cabo una temprana deteccidn de cre

cimiento.

Methyloccus capsulatus. Este organismo fue aislado de aguas negras

por Foster y Davis en 1966 (18). El primer aislamiento consistid en
un cultive 1fquido con agitacidn y atmdsfera de metano a una tempe-
ratura de 50—55°C. El segundc aislamiento fue en medio mineral con
agar. Lo que se obtuvo fueron colonias coloridas de 1 mm de didme-
tro que se observaron después de 10-14 dfas. Estos organismos son

méviles capsulados de forma cocoide Gram negativos, agrupados gene—
ralmente en diplococos, termofflicos y termotolerantes. Solo en me-

tano metanol producen un crecimiento significativo.

Methylosinus, Methylocistis, Methylomonas, Methylobacter, Methylo-

cocus, son grupos de organismos que han mostrado un comportamiento
no obligado a la oxidacién del metano, por lo que se les considera
metildtrofos facultativos pudiendo utilizar compuestos de mds de un
dtomo de carbono, pero tienen las caracterIsticas de que cuando uti

lizan compuestos 1C, solo utilizan el metanol.
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El grupo de las bacterlas metanocoxidantes en general se agrupa y
describe morfologicamente en base a: tipo de formacidn de espora,
las vias de asimilacidn para 1C, asf como también por las estruc-
turas internas de la membrana que son diferenciables entre si. Las
estructuras de la membrana se han agrupado en dos tipos; l.— Siste-
ma de un par de membranas atravesando la c&lula. 2.- Sistema de un
par de membranas que corren por la periferia de la célula. En ambos

casos se encuentran distribuidas vesiculas membranales.

B.2.b.2) Bacterias que asimilan metilaminas, metanol y formato. Estor or-—

ganismos son aislados con medios selectivos conteniendo los substra
tos mencionados, y algunas veces con compuestos de mds de 1C. Va-
rios de estos organismos se han encontrado junto con las bacterias
metanooxidantes, pero se ha comprobado que no excretan metanol, for
maldehfido o formato como lo hacen é&stas.

Para las bacterias metilaminas, metanol y formato oxidantes no hay
estudios detallados sobre el mecanismo empleado para la asimilacidn
de estos compuestos. QuizZ sea debido a que la mayoria de ellas son
bacterias llamadas heter8trofas y tal asimilacidn no es de gran im—
portancia. En la tabla No. 5 se nombran las especiles con las carac—

teristicas morfoldgicas y asimilatorias mds importantes de este gru

po.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y NUTRICIONALES

Bacillus PM6
Bacterium_4Bé6

Bacterium formicum

Bacterium formooxidans

Hypomicrobium ssp
Nitrobacter Winogradsky

Protaminobacter ruber

Pseudomonas AM1

Pseudomonas aminovoras

Ps PP
Vibrio extorquens

Bacilo aerobio Gram positivo, crecen en trimetilami-
na, dimetilamina y metilamina.

Bacilo Gram negativo, no esporulado, crece en meno-
metilurea.

Bacilo Gram negativo, crece en formato aerobicamen-
te en mezclas formadas por formato y ac. dicarboxi-
licos de 4 carbonos.

Bacilo Gram negativo, no esporulado ni flagelado.
Crece en formato, peroc no en metanol u oxalato.

Bacilo poco colorido al Gram. Crece en metilamina,
metanol, o formato, forma hifas terminales.

Bacilo corto Gram negativo. Crece muy lentamente en
formato.

Colonias rojas, crecen en metanol, metilamina y for
mato.

Bacilos méviles Gram negativos, con flagelacidn sim
ple polar. Colonias poco coloridas.

Colonias rosas Gram negativas méviles. Crecen en me
tilamina y formato.

Colonias rosas parecidas a Pseudomonas AML

Bacilo Gram negativo curvado, con flagelacidn polar
simple. Crece en metanol, formato ) oxalato.

Tabla No. 5 'Caracteristicas morfoldgicas y nutricionales de las
principales especiles que utilizan metilamina, metanol y formato.

Microorganismos quimiolitocautétrofos. Bajo esta denominacidn se

encuentran agrupados los microorganismos quimiosintéticos llama-—

dos comiinmente zutdtrofos. Debido a que estas bacterias son el

objetivo del presente trabajo, las describiré con mayor detalle

en el capitulo II.




CAPITULO II

FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE
MICROORGANISMOS QUIMIOLITOTROFOS

A) Descripcidn General de los Grupos Principales de Microorganismos
Quimiolitoauto y Heterdtrofos.

A,l.a) Bacterias del Hidrdgeno

‘A.2.a)

A.l.a.l)
A.l.a.2)

A.l.a.3)
A.l.a.4)

A.l1.a.5)
A.l.a.6)

"A.l.a.7)

A.l1.a.8)

Caracteristicas del grupo

Asimilacidn de CO2 ¥ relacidn con compuestos
orginicos

Enzimas en la utilizacidn de hexosas y gluco-
to

Efecto del hidrdgeno en la degradacidn de
hexosas

Sintesis y funcidn de las hidrogenasa

Formacidn y funcidn de las enzimas del Ciclo
de Krebs

Utilizacidn de los compuestos de nitrdgeno

BiosIntesis de aminodcidos

Bacterias del azufre

A,2.a.1)
A.2.a.2)
A.2.a.3)

A.2.a.4)

. A.2.a.5)

A.2.a.6)

Thiobacillus thioparus

A.2.a.1.1) Metabolismo heterdtrofo
Thiobacillus denitrificans

A.2.a.2.1) Metabolismo heterdtrofo
Thiobacillus thiocoxidans

A.2.a.3.1) Metabolismo heterdtrofo
Thiobacillus ferroxidams

A.2.a.4.1) Oxidacidon de sulfuros metdlicos

A.2.a.4.2) Metabolismo del nitrégeno en thio—
bacillus ferrooxidans

A.2.a.4.3) Metabolismo del f6sforo de Thiobaci
llus ferrooxidans

A.2.a.4.4) Papel de diversos iones en el meta-—
bolismo de thiobacillus ferrooxidans

A.2.a.4.5) Metabolismo heterdtrofo

Thiobacillus novellus .
A.2.a.5.1) Metabolismo heterdtrofo
Thiobacillus A2

A.2.a.6.1) Metabolismo heterétrofo




A.l.a) Bacterias del nitrégeno
A.3.a.l) Aspectos metabdlicos

A.3.a.2) Aspectos bioquImicos del Ciclo Krebs en las
bacterias de nitrdégeno

B) Viae de Utilizacidn de los Diferentes Compuestos de Carbono

B.1) Compuestos Superiores de un Atomo de Carbono

B.l.a) Carbohidratos
B.l.b) Acidos organicos

B.l.c) Hidrocarburos

B.2) Compuestos de un Atomo de Carbono
B.2.a.1) Asimilacidn heterotr&fica de co,
B.2.a.2.1) Ciclo de Calvin
B.2.a.2.2) Ciclo reductor del citrato
B.2.a.2.3) Via de los &dcidos

B.Z;b) Utiliéacién de compuestos monocarbonados organicos
B.2.b.1) Vfa de la serina
B.2.b.2) Ciclo de Quayle
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FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE MICROORGANISMOS QUIMIOLITOTROFOS

A) Descripcidn General de los Grupos Principales de Microorganismos

Quimiolitoauto y heterotrdfos.

Estos organismos ocupan fuentes de electrones inorgdnicos y fuentes
de carbono variables. Se ha demostrado que son capaces de asimilar com~—
puestos orginicos superiores a 1C, aunque su principal fuente de carbono
en la gran mayorfa es el COz. De lo anterior se deduce que en esta clase
de organismos tenemos el comportamiento facultativo con respecto a la
fuente de carbono. El comportamiento quimilitoautdtrofo estricto, en rea-
lidad en la actualidad ya no es tan comiin encontrarlo como se pensaba por
que muchas de las bacterias consideradas autdtrofas (bajo la definicidn
tradicional) se les ha encontrade un mecanismo quimicorganoheterdtrofo
parcial, pero tienen ciertas limitaciones metabSlicas que discutir@ poste
riormente. Los microorganismos quimilitétrofos estdn enlistados en la Ta-
bla No. 6. De estas tres clases se consideran quimilitoautStrofos estric-—
tos a las Bacterlas de NitrSgeno, aunque se ha observado que algunas espe
cies de este iiltimo grupo son capaces de asimilar compuestos orgidnicos,
especialmente Nitrobacter. A continuacidn describiré@ cada uno de estos
grupos de bacterias tomando en cuenta su morfologia, fuente de aislamien-

to y comportamiento bioquimico y nutricional.

A.l.2) Bacterias del hidrBgeno. Las "Knallgasbacterias" ha sido el nombre

con el cual se ha conocldo este grupo desde que Kaser en 1906 ais

18 la primera especie a la que llamd Bacillus pantotrophus. El nom-—

bre de Knallgasbacteria, deriva de "knallgas" que significa mezcla
de gases hidrdgeno-oxigeno, atmdsfera empleada para el cultivo de
esta clase de bacterias. La caracterfstica distintiva para el grupo
es: Crecer en atmdsfera de hidrégeno~oxIgeno utilizando CO2 y/o com
puestos orginicos como fuente de carbono y/o energfa. Un gran nime-—
ro de investigadores se ha iniciado en el intento de explicar la re
lacidn que existe entre el metabolismo litoautStrofo y el organohe-—

terdtrofo (101)
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FUENTE DE _ELECTRONES GENEROS CARACTERISTICAS NUTRICIONALES
Hidrogenomonas Quimilitoautétrofos facultativos
Hidrégeno Pseudomonas con respecto a fuente de carbono
Microgoccus y electrones. Aerobios eatrictos.
Nitrobacter Quimilirocautétrofos estrictos,
Nitrospira aunque se ha demostrado en baja
- Nitrococcus proporcidn la asimilacién de com
Nitrdgeno Nitrosomonas puestos orginicos superiores a
Nitrospina 1C. Aerobios estrictos.
Nitrosococcus
Nitrosolobus
Thiobacillus En su gran cayorfa quiolitoauté-
Macromonas trofos facultativos con respecto
Thiovolum a la fuente de carbono principal-
Azufre - Beggiatoa mente. Aerobios y anaeroblos fa-
Thiotrix cultativos.
Thiospirillopsis
Thioploca
Thiospira

Tabla No. 6. Caracterfsticas de bacterias quimiolitStrofas.

* No a todas las especies de estos géneros se les ha demostrado el
metabolismo heterdtrofo, por lo cual algunas especies estdn consi-
deradas como quimilitoautdtrofos estrictos.

En el grupo de las bacterias del hidr&geno tenemos incluidas espe—

cies de tres géneros, que son: Hydrogenomonas, Pseudomonas y Micro-

coccus, como lo muestra la Tabla No. 7.
GENERO ESPECIE CARACTERISTICAS
fecalis Bacilos cortos Gram negativos, no fermenta-
ruhlandif dores, poseen flagelacidn polar. Utilizan
eutropha principalmente al hidrégeno como fuente de
Hidrogenomonas energfa pero también utilizan compuestos
T de més de 1C como fructosa, gluconato, ace-
20 tato, para fuente de carbono y/o energfa.
Pseudomonas scacchorophila La separacién de Hydrogenomonas es en base
a pequeias diferencias en el metabolismo
bioguimico. Bacilos Gram negativo, poco
fermentador mdvil por flagelacién.
Micrococcus dentrificans Cocos Gram positivos aerobios.
Tabla No. 7. Gé&neros incluidos en el grupo de las Bacterias del Hi-

drégeno. . R
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A.l.a.1) Caracterigticas generales del grupo. Morfoldgicamente es un gru-—

po muy heterdgeneo, como lo podemos apreciar en la tabla No. 7. Con
respecto a su fisiologfa se puede decir que la principal vIa de asi
milacidén para el C02 es la de Calvin. Este proceso ha sido confirma
do en la mayoria de las especies. Poseen dos tipos de hldrogenasas;
su capacidad respiratoria y la relacidn con la materia organica co-
mo fuente de carbono y/o energia ha sido objeto de estudio en los

dltimos afios. (93)

A.l.a.2) Asimilacidn de CO, y relaciSn con compuestos orgdnicos (93, 101).

El COz es asimilado mediante el ciclo de Calvin. Las enzimas carac—
terIsticas de esta via son la ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa
(RDPC) y la fosforribulocinasa (PRC). H.G. S5chlegel y U. Eberhardt
(i01), proponen que estas enzimas son un sitio de control o regula-
clén para la asimilacidn de CO2 durante. el crecimiento con compues—
tos orginicos superiores a 1C y que dicha regulacidn esta influen-
ciada por la cantidad y la relacidn que existe de la mezcla de ga- -
ses hidrdgeno-oxIgeno durante el crecimiento celular. Los estudios
realizados al respecto son los de McFadden y Tu (1965) que estudia~
ron la fijacidén de CO2 en H.fecalis bajo las condiciones de mixotro
ffa. Lo que encontramos fue: la fijacidn de CO2 es independiente de
la cantidad de ribulosa difosfato exdgena, pero depende de la canti
dad de ATP y NADHZ, presentando un comportamiento estimulatorio en
la fijacidn. Por otro lado Mac Elroy y colaboradores en 1969 obser-~
varon que el NADH2 no aumenta directamente la fijacidn de COZ, sino
que funciona como un agente reductor para el 3-fosfoglicerato y me-
jor aiin estimula la sIintesis de la PRC, enzima importante en el ci-

clo de Calvin. Resumiendo, la PRC es afectada alostéricamente por

el ATP v es inhibida por el AMP. Basidndose en lo anterior se dise-

fi6 un experimiento con la ribosa~5-fosfato y ATP como substratos.
La secuencia de reacciones.

ribosa~5~fosfato ——p» ribulosa-5-fosfato —~————g» ribulosa-1,5~

difosfato —?r-’ Ac. 3-fosfoglicérico —~——o—g gliceraldehido-3-
02 NADH2

fosfato.
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se aumentd de 7 a 20 veces por la adicidn de NADH2 ImM. E1 adenosin
monofosfato en concentracidén 5 mM abolid el efecto del NADH,. En
contraposicidn, ni la carboxilacidn de la ribulosa difosfato ni la
isomerizacién de la ribosa=5-fosfato fueron influenciadas. Estos
investigadores siguiendo el lineamiento de sus experimentos realiza
ron estudios sobre la sintesis de la RDPC y PRC, variando la concen
tracidn de hidrdgeno y oxIigeno en la atmdsfera, los resultados»re—
portados son: La sIintesis de ambas enzimas son relativamente inde-
pendientes de la concentracidn de los gases Bz y 02 en la atmdésfe~
ra, asi como también del COZ’ esto ha originado que se les conside-—
re enzimas constitutivas. También se demostrd que no son necesarias
las condiciones de litoautotrofia para realizar la sintesis de las
enzimas RDPC y PRC. A pesar de esto los autores no creen correcto
descartar algilin otro factor diferente al Hz, 02 y CO2 como induc-
tor, ‘porque se observd que la cantidad de ambas enzimas estd in-
fluenciada por el tipo de substrato otgsnico utilizado y en el caso
de H.fecalis por la presidn de 02. Diversos autores utilizando me-
dios de cultivo adicionados de fructosa han determinado la activi-

dad de 1a RDPC en H. fecalis e H. eutropha. De estos dGltimos estu-

dios es de considerarse la observacién de que ambas especies si
crecen con fructosa y tienen una actividad de RDPC ligeramente me-
nor a la obtenida en condiciones de litoautotrofia (no se demostrd
para PRC) (101). Para H. fecalis esto tambiém se cumple para cuando
crece con glucosa, otros substratos que causaron el mismo efecto en
estas especies de Hydrogenomonas fueron el glutamato y alanina (con
36 y 27Z de actividad respectivamente comparadas con el crecimiento
litoautdtrofico); en contraste con esta observaciﬁn el acetato y pi
ruvato reprimieron completamente la sfntesis de la enzima RDPC.
McFadden (1968) estudis las condiciones que permiten la gran activi

dad de 1a enzima RDPC en H. eutropha e H. fecalis durante el creci-

miento con fructosa. Las condiciones requeridas son: a) los culti-
vos no deben tener aereacidn violenta. b) deben contener cloruro fé-
rrico. c¢) las c&lulas deben ser transferidas al cultivo heterdtrofo
durante la fase inicial logarftmica. Siguiendo estos puntos se puede
mantener la alta actividad de la enzima RDPC durante seis subculti-
vos. El requerimiento del ion f&rrico fue descubierto en el mismo

experimento porque se observd que cilerto tipo de citocromo "c" y la
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enzima mencionada son sintetizados en cantidades proporcionales du-—
rante el crecimiento, la razdn para esta sIntesis coordinada es aiin
desconocida, pero Lascalle (101) propuso una hipdtesis -no hay estu
dios detallados que la respalden— donde suglere una relacidn direc-—
ta de la cadena respiratoria con la produccidén de RDPC. Hasta la fe
cha de esta revisidn biblilogrdfica no se encontrd ningiin reporte
que explique claramente el comportamiento de las sIntesis RDPC du-
rante el crecimiento organoheterdtrofo y la influencia de los subs-—
tratos orgdnicos usados en cada caso, solo Schlegel y Eberhardt
(101) presentan en su reporte la siguiente hipStesis. 'La fructosa,
glucosa y ribosa inducen la sintesis de RDPC porque son facilmente
convertidas en ribulosa l-5-difosfato, con lo que la via de Calvin
debe contribuir considerablemente a la sintesis de material celular
durante el crecimiento con estos carbohidratos'.

Stukus y DeCicco (116) realizaron estudios en condiciones de mixo-
troffa. Cuando se adiciona un substrato orgidnico junto con uno inor
gdnico (COZ) producen un metabolismo autdtrofo-heterdtrofo (mixdtro
fo) simultdneo durante la fase inicial de crecimiento. Como eviden-
cia tenemos el alto rendimiento en biomasa; un cambio ripido opera
cuando el substrato orgidnico se agota (ya que se utiliza con mayor
rapldez que el C02). Para este experimento se usaron substratos or-—
gdnicos tales como acetato, piruvato y glutamato. En la primera fa-
se predominaron las enzimas caracterfsticas del metabolismo heterd-
trofo, el perfodo durd aproximadamente 5-8 hrs. A partir de este
punto, las enzimas propias del metabolismo autdtrofo empezaron a
sintetizarse con mayor rapidez, lo que hace suponer un mecanismo de
represidn por parte de los substratos orgidnicos para las enzimas
del ciclo de Calvin, principalmente para la RDPC. Las curvas de cre
cimiento obtenidas para H. eutropha, bajo condiciones heterétrofas
y miotrdficas, utilizando glutamato se ilustran en las figuras 4a y
4b (101). Los mismos autores obtuvieron curvas similares para piru-

vato y acetato.

Las observacilones realizadas en estos experimentos fueron: l.- Du-

rante el crecimiento heterStrofo con acetato y piruvato, la RDPC es
td presente pero con muy baja actividad. 2.- Bajo condiciones mixo-
tr5ficas presenta el mismo comportamiento hasta que el substrato se

agota, pero el nivel es mayor durante la fase autotrSfica que cuando
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Figura No. 4 Crecimiento Hydrogenomonas eutropha en medio mineral conteniendo 0.2%
(a) de L-glutamato incubacidn con atmésfera de 70% H2 y 30% CO, {s) y atmés
fera aire (A ). E1 eje de las ordenadas estd en escala logirizuica. (102

4 Tiempo (his)

k4 A
8 16 24
Figura No. 4 Crecimiento de Hydrigenomona eutropha bajo condiciones litétrofas(y),
organétrofas (4 ), y mix8trofas {(.). Para el crecimiento (&) ¥y (.)

(®) se adiciond 0.3% piruvato al medio mineral. Incubacién para (A ) fue
con aire y para (.), (o) con atmdsfera 70% Hy, 20% O, y 10% CO,- (102)
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crece en un cultivo litoautdtrofo simple. 3.- La adicidn de acetato
y piruvato a un cultivo en condiciones autotrdficas tienen poco
efecto en la actividad de la RDPC, lo cual evidencia que estos subs

tratos no inhiben directamente la accidn de la enzima.

A.l.a.3) Enzimas en la utilizaci6n de hexosas ¥y gluconato (101). La espe~
pecie H. 16 no es capaz de usar glucosa, manosa, ribosa o xilosa pa

ra su crecimiento solo utiliza la fructosa. La gran mayorIa de las

especies incluidas en el grupo de las bacterias oxidadoras de hidré
geno solo utilizan este carbohidrato, y en muy raras ocasiones la
glucosa, como es el caso de H. eutropha. La fructosa es degradada
por la via de E.D.; los cultivos de H. (6 con fructosa contienen
gran cantidad de enzimas como fosfoglucosa isomerasa, glucosa-6fos-
fato deshidrogenasa y las enzimas propias de la via E.D., (6~fosfo~
gluconato deshidrogenasa y 2-ceto~3 desoxi~6 fosfogluconato deshi-
drogenasa). Esto ha sido.el resultado de trabajos realizados con mu

tantes de H. eutropha e H. 16 por Schlegel y Eberhart (101). Los

mutantes son producto de una seleccidn nmatural o de tratamientos
con radiaciones ultravicleta y nitritos, las conclusiones de tales
experimentos se pueden resumir en: a) los carbohidratos inducen

las enzimas necesarias para su utilizacidn, b) las cé&€lulas que cre-
cen quimiolit6£roficamente no pueden utilizarlos, c¢) la induccidn
‘de enzimas es especifica, d) otros substratos orginicos a los antes
mencionados no producen efecto inductor en la sintesis de enzimas,
y e) no hay induccidn de enzimas especificas en presencia de clora-
fenicol para la glucosa o fructosa.

Durante el crecimiento autotréfico la accivida& de las enzimas de
la vfa E.D. es muy bajo, por lo tanto es diffcil de ser detectado.
Se piensa que la diferencia para asimilar glucosa se deba a permea-
sas especIficas en la membrana, responsables del transporte de glu-

cosa y fructosa en las células de Hydrogenomonas 16+ e Hydrogenomo-

-+
nas g que son dos mutantes con transporte positivo para estos car-

bohidratos.

El gluconato es utilizado también como substrato de asimilacidn,
permitiendo la formacldn de productos de reserva como el poli- -
hidroxibutirato (PHB) que es sintetizado mZs rapidamente con gluco-

nato que con fructosa. El gluconato se metaboliza por la via de E.D.



33.

Los resultados que sirven de base para la afirmacién anterior son
(101): a) se encontrd una actividad elevada de las enzimas especi-
ficas de la vIa E.D. en extractos crudos de células cultivadas en
un medio con gluconato, esta ectividad es comparable con la presen-
tada en los cultivos con fructosa, b) los mutantes que pierden enzi
mas como 2ceto-3desoxi-6fosfogluconato aldolasa no crecen con fruc-
tosa o gluconato, c) 6fosfogluconato deshidrogenasa esta presente,
tanto en las células que crecieron con fructosa o gluconato. De los
resultados (b) y (c), se deduce que el gluconato no se puede degra-
dar por la vfa de las pentosa fosfato. La fosfoglucosa isomerasa y
glucosa-6fosfato deshidrogenasa no son inducidas durante el creci-
miento con gluconato, su actividad especIfica es ligeramente supe-
rior a las presentadas en condiciones quimfolitdtroficas. En este
aspecto, H. 16 difiere marcadamente de H. fecalis porque durante el
crecimiento con gluconato, las enzimas hexocinasa, fosfoglucosa
isomerasa, y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (NAD- y NADP- depen-

dientes), son inducidas por ‘la adicidn de la gluconocinasa y enzi

mas de la vfa E.D. Contrariamente a H. 16, H. fecalis es capaz de
usar‘glucosa y ademds de las enzimas de E.D. contiene una enzima
6-fosfogluconato deshidrogenasa dependiente del NAD, la cual es in-
ducida durante el crecimiento con hexosas o glucomato (101).

El acetato ha mostrado ser un'buen substrato, para las Hidrogenomo-
nas, aunque H. eutropha la madxima cantidad que tolera es 0.5% p/v,
arriba de esta concentracidn ocurre la inhibicidn. La activacidn de
este substrato es mediante la acetil-CoA cinasa. Cuando los culti-
vos crecen quimioclitdtroficamente con o sin compuestos orginicos y
luego son transferidos a un medio gque contenga acetato las enzimas
que ayudan a degradar este substrato son sintetizadas rapidamente
por induccidn. Tales enzimas son: Acetil-CoA cinasa, Isocitrato

liasa, y Malato sintetasa, enzimas propias del Ciclo de Glioxilato.

A.l.a.4) Efecto del hidraseno en la degradacidn de hexosas. Los estudios
realizados por Schlegel y Eberhart (101); Sindey C. Rittenbeg (92)

con las bacterias del hidrSgeng, abarcaron también el efecto de es-

te gas en la sintesis y/o funcidn de las enzimas responsables de la
degradacidn de hexosas, en este casc las perteneclentes a la via de
E.D. Fig. 5
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glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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Los resultados obtenidos fueron concluyentes: el hidrSgeno tiene un
efecto inhibidor de la funcidn de las enzimas y represor en sus sin
tesis. El efecto del hidrSgeno en la utilizacidn de compuestos orgi
nicos fue observado primeramente en la sintesis del PHB porque es-
tas bacterias incorporan mds lentamente hidroxibutirato y acetato
al polfmero cuando crecen en una atmdsfera de H2/ o, (80/20%) que
cuando estan en presencia de oxiIgeno solo. La inhibicidén es mis pro
nunciada cuando la fructosa esta presente. Las enzimas incluidas en
la degradacidn de fructosa son rapidamente sintetizadas cuando un
cultivo litoautdtrofo se pasa a un medio nutriente adicionado de
fructosa. Como consecuencia de esta {ltima observacidn los mismos
autores diseflaron otro experimento para comprobarla: variando la at
m&sfera y manteniendo constante la fructosa en el medio.

En el primer experimento se proporciond knallgas y en el segundo at
mdsfera de oxigeno solo. Se observd que la fructosa solo era utili-—
zada cuando el cultivo se encontraba en ausencia de hidrégeno.
Todas las especies estudiadas hasta ahora han presentado este com-

portamiento, entre ellas se encuentran H. eutropha, H. runlandii,

H. fecalis. De lo anterior se puede postular que este comportamien-—
to es general para las Hydrogenomonas. Por lo que respecta a M. den
trificans, mostrd ser su crecimiento en fructosa independiente de
las condiciones de la atmfsfera.

En los mismos estudios (93, 1010) se reportd que cuando las Hydro-
genomonas eran transferidas de un cultivo organoheterdtrofo a un
litoautdtrofo con fructosa adicionada, las enzimas que estaban pre-—
sentes provenientes del cultivo heterotr&fico presentaban una inhi-
bicién en su accidn, pero se detecto crecimiento. Otros compuestos
orgdnicos se probaron en las mismas condiciones que la fructosa, en
tre ellos contamos al lactato, succinato y piruvato. Lo observade
fue: la infciacidn del crecimiento es independiente del tipo de at-—
m6sfera empleada. Sin embargo este crecimiento es inhibido si el
acetato, glutamato o fructosa estdn presentes en el medio. Usando
la especie H. 16+ (glucosa positiva) se encontrd que la adicidn del
CO,, peptona o lactato a una suspensién de estas c&lulas, que cre-
cieron previamente en condiciones litdtrofas con fruetosa incluso
en el medio original, no se liberd del efecto represor del hidrdge-

no con respecto a la formacién de las enzimas de la vIa de E.D. aun
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que la especie de Hydrogenomonas tratada anteriormente mostré creci
miento a expensas de los substratos adicionados, ademis se mostrd
que el lactato, acetato, glutamato y piruvato no inhiben la sinte-
sis de las enzimas de la via E.D.

Los mutantes de Hydrogenomonas 16 las cuales han perdido la enzima
hidrogenasa né crece quimiolitotréficamente, por lo tanto no respon
den a los cambios de atmSsfera. Mencioné anteriormente que el aceta

"substrato represor". Esto es,

to actiia en estas especies como un
cuando un cultivo de H. 16 es transferido a un medio que contenga
acetato y se cultiva en una atmdsfera de knallgas, el crecimiento

el crecimiento se inhibe. Usando la mutante Hydrogenomonas 16, se

mostrd que bajo estas condiciones las enzimas representativas del:
Ciclo de Glioxilato se mantienen constantes por 24 hrs. y se incre-
mentan inmediatamente cuando la atmésfera de knallgas es sustituida
por oxigeno. E1 efecto del hidrOgeno es similar al de la glucosa y
ha sido interpretado como una represidn catabSlica. Muchas investi-
gaciones tienen como objetivo dilucidar el mecanismo por le cual se
causa la represidn catabdlica. Se ha postulado (Magasanik, 1961)
que la capacidad de represidn de un operdn es independiente de la
concentracidn de uno o algunos metabolitos formados durante la de-
gradacidn de los substratos utilizados, como lo son el ATP y NADH2
u otro metabolito. La localizacifn y anilisis de las causas del
"efecto hidrdgeno” han sido objeto de arduos trabajos que ailin no
llegan a explicar el mecanismo. Lo que se ha reportado al respecto
es: Se ha encontrado que el efecto de la represidn en las enzimas
de la via E.D., no solo es a nivel de sintesis, sino que también
afecta a las que ya estidn sintetizadas. Esta inhibicidn se refleja
de una manera drdstica en la sIntesis de PHB.

El gluconato no es afectado por la presencia del hi&r&geno, pero.eg
te substrato es metabolizado por la misma via que la fructosa; en-
tonces se plensa que la inhibici&n sea a nivel de la enzima gluco-
sa—6fosfato deshidrogenasa. La deduccidn para este comportamiento
lo proponen los autores Schlegel y Eberhardt en su reporte de 1972
(101). "La inh;bicién de la degradacidn de la fructosa depende sola
mente del hidrégeno, ya que €ste, por el producto de su oxidacidén
(NADHZ) hace que la relacidn ATP—NADH2

ciente para la degradacidn sea suspendida' fig. 6.

sea elevada, condicidén sufi-
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to, presentado por la mayoria de las Hydrogenomonas.
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A.l.a.5) Sintesis y funcidn de las hidrogenasa (l101). El mantener los

cultivos de bacterias del hidrdgeno en condiciones heterotraficas
da como resultado en algunas ocasiones, la pérdida de la capacidad
de oxidar hidrdgeno, segiin lo reportado por Syndey C. (93). Sin em-
bargo, ciertas especies que crecen heterotr&ficamente durante mu-
chos cultivos retienen su capacidad quimiolit&trofa. Este autor su-—
pone que la p&rdida irreversible de las hidrogenasas sea producto
de una seleccidn natural de mutantes la cual es independiente de
las condiciones heteré&troficas.

La regulacidn de la formacidén de las hidrogenasas ha sido discutida
por varios autores, entre los que encontramos a Schlegel, 1966;
Peck, 1968; Rittenberg, 1969. De estas revisiones sin embargo solo
se mencionan cilertos aspectos del mecanismo, ya que en general se
le ha puesto poca atencidn a este punto. Las caracteristicas y pro-
piedades de las hidrogenasas las encontramos resumidas en los arti-
culos realizados por Syndey (93), y Schlegel (101), los cuales han
servido de base para esta informacidn. La actividad de la hidroge-—
nasa se determina generalmente por la cantldad azul de metileno re-
ducido por cé&lulas intactas de estos cultivos. Las Hydrogenomonas
poseen dos clases de hidrogenasas, una ligada a la membrana y la
otra en la fraccidn hidrosoluble de los extractos. Por el método

de la reduccidn de azul de metileno se determina solo la actividad
de la hidrogenasa ligada a la membrana. Por ejemplo: H. fecalis po~-
see ambos tipos de enzima (hidrogenas e hidr8geno deshidrogenasa),
por lo cual su determinacidn debe ser por separado. En H. ruhlandii,

H. 16 y Ps. saccharophilis los niveles de ambas enzimas se incremen

tan y decrecen adaptativamente cuando las c&lulas son transferidas
de un cultivo organoheterStrofo a un litoautdtrofo o vice-versa.
Como consecuencia se supone que la sintesis de estas enzimas estd
ligada a un sistema de regulacidn muy sensible, el cual no ha podi-
do ser establecido. Como consecuencia de las observaciones realiza-
das sobre la actividad de las hidrogenasas en cultivos heterdtro-
fos, se han propuesto varias hipdtesis; a) las hidrogenasas que son
inducidas por el hidrdgenc y/o €Oy, no estdn sujetas a la represidn
catabdlica por substratos orgidnicos; b) la formacién de hidrogena-—
sas es independiente de la presencia del hidrdgeno, pero estd repri

mida por compuestos orgénicos; c) las hidrogenasas son inducidas
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por el hidrégeno, la induccidn se reprime por compuestos orgidnicos.
Estd bien establecido en H. 16 , que ambas enzimas son sintetizadas
durante el crecimiento heterdtrofico con ciertos substratos orgidni-
cos, por lo que la hipdtesis (b) no es correcta, ademds las hipdte-~
sis (a) y (c) son incorrectas por que las hidrogenasas no son total
mente dependientes de la presencia de hidrdgeno. Tres razonamientos
deben ser tomados en cuenta para poder tener una idea m3s clara de
los factores que influencfan la sintesis de estas enzimas: l.- Las
hidrogenasas no estdn sujetas a una regulacidn de induccidn-~repre-
sién y se sintetizan aunque estén presentes compuestos que puedan
causar represidn catabdlica: 2.~ Las hidrogenasas son enzimas semi-
constitutivas, por ejemplo se sintetizam en mInima cantidad cuando
el substrato inductor estd ausente: 3.— Estas enzimés tienen contro
lado su mecanismo de sintesis por factores enddgenos que estan me=-
dianamente relacionados a la presencia de hidrdgeno y compuestos or
ganicos, por ejemplo la cantidad intracelular de ATP y NADH2 .
Schlegel (101) menciona que la suposicidn de que el hidrdgeno no
afecta directamente la sintesis de las hidrogenasas fue coﬂfirmada
en algunos experimentos, por ejemplo los relacionados con H. eutro-
pha la cual es mantenida en un medio con lactato y tiene como resul
tado la produccidn de las dos enzimas. Para confirmar la conclusidn
de que el hidrSgeno no controla totalmente la sintesis de las hidro
genasas los investigadores Bovell 1957, Rittenber, 1969; Stukus y
DeCicco, 1970 llevaron a cabo otros estudios con diferentes compues—
tos orginicos y distintas especies de Hydrogenomonas, encontrando en
la gran mayoria, resultados muy parecidos. Por otro lado, se reportd
también que la sintesis de las hidrogenasas se ve afectada por la
presenéia de ongenq produciendo un efecto inhibidor. La pregunta
obvia que surge de este comportamiento es: iComo se lleva a cabo la
oxidacién del hidrdgeno?. la respuesta ha sido objeto de varios estu
dios entre los que tenemos a los de: Labadeff, 1910 y Ruhlan, 1924;
donde reportaron la oxidacién del hidrSgeno en ausencia de COZ’
Bartha, 1962, observd la disminucién de la oxidacidn en las espe-

cies H. eutropha y H. runlandii, lo mids importante es que propone

una hipdtesis (que mencionaré mds adelante) para explicar dicho com
portamiento.
A la disminucidn de oxidacidn de hidrégeno por la ausencia de €O,
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se le conocia desde 1910 como "Oxidacidn de Leerlauf". Eberhart en
1969, obtuvo el crecimiento de algunas de las bacterias del hidrd-
geno (no especifica cuales) donde dicha oxidacién no esta afectada
por la ausencia o presencia de COZ'

Como podemos observar, la relacién que existe entre la oxidacidn
del hidrdgeno y la asimilacidn de CO2 no es simple. Investigadores
como Hippe, Schlegel y colaboradores, Pfitzner, (10l1) han realiza-
do estudios partiendo de los resultados obtenidos por Bartha, con
la finalidad de confirmar la hipdtesis propuesta.

La hipdtesis de Bartha dice: La inhibicién del consumo de los ga-
ses hidrSgeno~oxIigeno (knallgas) es un efecto de regulacidn por re
troalimentacidn causado por el nivel intracelular de ADP, asumien-
do que el transporte de electrones y la fosforilacidén oxidativa es
tan estrechamente ligadas. Ademds, tratando de explicar el funcio-
namiento de esta retroalimentacidn expuso: "en presencia de'CO2 el
ADP es constantemente regenerado por la utilizacidn de ATP durante
el crecimiento energético-dependiente (fase de adaptacidn y fase lo
garitmica principalmente) o en fase estacionaria por la sIntesis de
PHB, siendo asi posible oxidar la mixima cantidad de hidrSgeno. En
ausencia de COZ' el ADP es regenerado por cualquier otra reaccidn
consumidora de energia.

Ahrens en 1966, pudo demostrar cierta parte de la hipStesis porque
con sus experimentos se comprobd que la fijacidn de CO2 s estd in
fluenciada por el nivel intracelular de ATP (por consiguiente de
ADP y NADHZ). Ademids observd que al eliminar el.CO2 de la atmdésfe-
ra del cultivo, el nivel intracelular de ATP se incrementa en un
30% y la relacién NADHZINAD+ sube de 0.5 a 1.4 unidades. Ahrens
aclard en su reporte que el consumo total de hidr&geno no era ex-
clusivamente para la asimilacidn de C0,, sino que también se utili-
za para la reduccidn de oxigeno, con produccidn subsecuente de ener
gfa mediante la fosforilacidn oxidativa, por lo cual la cantidad de
hidr6geno consumido no debe ser proporcional a la cantidad de ener-
gfa producida.

Hippé en 1967 propuso: "Si la hipStesis de Bartha es correcta, en-—
tonces la oxidacidn de Leerlauf deberfa ser estimulada si el trans
porte de electrones es desacoplado artificialmente y la cantidad

de hidrSgeno-oxigeno consumido debe ser disminuido drdsticamente
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cuando la fijacidn de €O, sea inhibida". Sin embargo, este autor en
contrd que el 2,4-dinitrofenol no tiene influencia en la oxidacién
de Leerlauf, ademds la carbonilcianuro-mclorafenil hidrazona estimu
la el consumo de la atmdsfera knallgas en 2.5 veces.

Bartha por su parte realizd el wmismo experimento pero con &cido mo-
noiodoacético, obteniendo un 96% de inhibicidn, porque bajo estas
condiciones si se cumple con la oxidacidn de hidrdgeno propuesta
por €l. En 1970 Schlegel y colaboradores trabajaron con mutantes

de Hydrogenomonas 16 (10l), las cuales fueron capaces de crecer qui
militﬁtroficamente consumiendo COZ’ pero incapaces de formar PHB.
Las células de estas bacterias cuando se encuentran en fase estacio
naria son incapaces de asimilar COZ’ aunque si presentan una cierta
estimulacidén en el consumo de la mezcla de gases en presencia del
COZ’ (no todas las bacterias probadas mostraron este comportamien-
to). Como consecuencia de estos {iltimos estudios, se propuso que la
relacidn de ATP con el consumo de hidrdgeno es mids directa de lo
que supone Bartha.

Esta posible influencia del CO2

y 1la funcidn de las enzimas hidrogenasas es desconocido ain.

o de algiin producto de asimilacidn

En uno de los estudios mis recientes, (Pfitzner, 1970) esta repor-
tando que la enzima del hidrégeno llamada hidrSgeno deshidrogenasa
(es la que estd unida a la membrana) no estd influenciada por la
presencia de bicarbonato y es ligeramente estimulada por la presen-
cia de ATP y NADHZ.

Schlegel y Eberhardt por su parte, mencionan que hay dos posibilida
des de explicar la oxidacidn de Leerlauf: 1.~ El hidrdgeno es oxida
do mediante el transporte de electrones y estd acoplado a la fosfo-
rilacidn oxidativa. 2.~ El ATP es hidrolizado por la ATP-asa o con=-
sumido por reacciones energético-dependientes no relacionados con
la sintesis de material celular. En relacidn a esto, la formacidn
de polifosfatos y el mantenimiento del metabolismo son tomados en
consideracidn dentro de estas posibilidades. La formacidn de poli-
fosfatos en Hydrogenomonas 20 (observada por Kaltwasse, 1962) no se
ha demostrado en ausencia de COZ' {Schlegel, 1965). Otro comporta-
miento que se esperaria, de ser clertas las dos suposiciones ante-
riores serfa: Si el mantener el metabolismo consume ATP y la mezcla

de gases HZIO2 es proporcional a la cantidad de masa celular, enton
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ces la energla consumida es gastada en dichos procesos. Tal compor—
tamiento no ha sido demostrado para H. eutropha, (Bongers, 1970). (102)
Bongers determindé el consumo de hidrégeno, oxIgeno y Cd} > limitan-—
do cada uno de estos gases por separado. Con tales condiciones, de—
mostrd que durante la limitacidn de hidrdgeno y oxIgeno la cantidad
consumida de estos tres gases es muy leve comparada con lo consumi—
do en cultivo libre, pero las proporciones de consumo se guardaron
en los experimentos, por otro lado trabajé con H. 16 la cual no fox
mé polifosfatos. Con las observaciones anteriores se propone la si-—
guiente conclusidn: "Si Hydrogenomona 16, es realmente incapaz de
formar polifosfatos en ausencia de COZ' entonces una buena porcidn
de la cadena respiratoria puede estar ligada al oxigeno directamen—
te por una salida auxiliar mediante la reaccidn de alguna flavina o
citocromo de tipo b.

No se sabe ailin si estas consideraciones son aplicables a las espe-
cles para las que el CO2 no ejerce ninguna influencia. Hay que re-—
cordar que estas observaciones fueron reportadas por Eberhart en
1960 y las especies que mostraron tal comportamiento fueron Hidro-

genomonas 12,H 60, H.x - por 'lo que quizd en el presente estos

resultados puedan ser modificados.
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A.l.a.6) Formacidén y funcién de las enzimas del Ciclo de Krebs, (103). En

los estudios realizados por Hirotaka, y Yasuo (102), Schlegel y
Eberhard, (102) bajo condiciones quimiolitéStrofas, con la finalidad
de describir la formacidén y funcidn de las enzimas del Ciclo de
Krebs, se observé que las bacterias del hidrdgeno derivaron su po-
der reductor de la reaccidén de la hidrogenasa, produciendo el

NADH2 necesario para su funcionamiento, por lo que el Ciclo de
Krebs sirve como una via puramente biosintética.

En los experimentos realizados para identificar la cantidad y carac
terfsticas de las enzimas-del Ciclo de Krebs sintetizadas se utili-
zaron atmésferas H2 y/o OZ. Bajo condiciones de Knallgas las enzi-
mas del Ciclo son ihibidas parcialmente. Se piensa que esto pueda
ser consecuencia de la alta relacién NADHZ/NAD+ causada por la oxi-
dacidén del hidrdgeno. También se reportd en algunas especies de Hy-
drogenomonas que la enzima alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, piru-—
vato deshidrogenasa, 1isocitrato liasa, malato sintetasa y NADH-oxi-
dasa no estan presentes cuando estas bacterias han crecido en atmds
fera de H2/O . La ausencia de las enzimas es individual y no en con

2
junto en una sola especie.

A.l.a.7) Utilizacidn de los compuestos de nitrageno (90). E1 requerimien-

to de nitr8geno en Hydrogenomonas eutropha e H. fecalis fue estudig

do por Sindey (93). Este requerimiento puede ser suministrado por
compuestes de amonio, nitrato, urea, aminodcidos y derivados de pu-
rina. Algunas de las enzimas incluidas en el metabolismo del nitrd-
geno estan sujetas a una regulacidn de tipo represidn-—desrepresidn.
H. 16 después de crecer con nitrato come @inica fuente de nitrégeno
contiene una enzima nitrato reductasa ligada a la membrana (Pfitzner,
1969). El paso reductivo de nitrato a amonio parece ser un factor
que limita el crecimiento, porque los cultivos autdtrofos y heterd-
trofos crecen mids rapido algunas veces con amonio que con nitrato.

En Micrococcus denitrificans la reduccidén asimilatoria, porque la

enzima que actiia en la asimilacidn és reprimida por el amonio segiin
Chang y Morris (102).

H. eutropha e H. 16 contienen diferentes enzimas glutamato deshidro
genasa, una dependiente del NAD+ v otra del NADP (102} . Para ambas

- +
especies se comprobd que la enzima dependiente del NAD esta operan
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do en la degradacién del glutamato y la dependiente de NADP estd ex
plicada en la biosIntesis. La relacidn de los niveles de las gluta—
mato deshidrogenasas fueron dependientes de las condiciones de cul-
tivo, ademds presentan una sintesis no coordinada, aunque sus nive—
les de actividad no son tan diferentes. En H. eutropha la actividad
de la enzima glutamato deshidrogenasa NADP-dependiente fue poco me-
nos que independiente de la fuente de nitrdgeno utilizada, por ejem
plo, cuando se usd clorurc de amonio, L-glutamato o L-aspartato las
variaciones estuvieron entre 5.2 y 7.4 nmolNADP/min/mg de proteina.
La actividad de la otra enzima glutamato deshidrogenasa fue baja
(cerca de 0.2 nmolNAD/min/mg. de proteina) usando cloruro de amonio
como substrato, perc alcanzd un maximo (0.9 nmolNAD/min/mg proteina)
cuando se utilizd glutamato. En H. 16 la relacidn de las dos enzi-
mas se mantuvo constante bajo todas las condiciones de crecimiento
utilizadas.

La utilizacidn de urea en H. 16 depende de la ureasa. Esta fue la
observacidn que se realizd en 1966 (102). Durante el crecimiento cg'
lular en presencia de amonio, como fuente de nitrégeno la actividad
especifica de la ureasa fue de 5-7 units./g de proteIna. Esto, a su
vez se puede comparar con lo obtenido cuando se utiliza urea; aquf
la produccidn de ureasa fue mayor (40-60 Units./g prot.). Tales re-—
sultados nos indican que la ureasa estd sujeta a un mecanismo de con
trol muy efectivo, que se puede interpretar como un mecanismo induc
tor. En los experimentos realizados para comprobar tal suposiciénm,
se obtuvo un resultado inesperado con respecto a la sintesis de
ureasa: "La ureasa no se forma cuando el amonio y la urea estdn pre
sentes simultidneamente en el medio". Esto sugirid un mecanismo de
control de represidon efectuado por el amonio en la sintesis de urea
sa, tambil&n por desrepresién endogena causada por la ausencia de ni
trdgeno. Para la aparente "induccidn de la ureasa iniciada por 1la
urea, son requeridas ciertas condiciones que hacen inclinarse por
una desrepresidn endogena para tal sIntesis".

En H. 16 se probd su crecimiento y sintesis de ureasa usando un me-
dio que contenfa fructosa y urea como fuentes de nitrdgeno. Lo re-
portado por este experimento es: Existe una oscilacidn entre la
actividad de la ureasa y la concentracidn de amonio. Cuando las

bacterias con poca actividad en ureasa, porque se desarrollaron en
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fructosa-urea,
la actividad especifica de la ureasa se incrementS considerablemente.

un medio con amonio, son inoculadas a un medio con

Este incremento se vio seguido de un aumento en la concentracidn

de amonio (proveniente de la hidrSlisis de urea). Este amonio se uti-
1125 posteriormente para la sfntesis de aminodcidos. Antes de que el
amonio alcanzara el nivel Sptimo para poder ser utilizado en las
sintesis de aminodcidos, la actividad y formacidén de ureasa descendid
en el medio, después de la utilizacidn de los iones amonio, la ac-
tividad y sIntesis de ureasa se vierdn incrementados nuevamente.

Este ciclo de represidn-desrepresidn ocurre tres veces. Tal mecanis-
mo se ha probado para Hydrogenomonas 16 pero no es especifico porque
se ha encontrado en otra especies como Pseudomonas fluorescens,

Pseudomonas aureginosa y Bacillus megaterium. Con respecto a la sinte-

sis de ureasa, las hidrogenomonas se pueden diferenciar de las otras
especles donde la enzima es constitutiva. En la figura 7 se represen-~
ta la regulacidn de algunas enzimas presentes en la degradacidn de

derivados de purinas y que estan relacionados con la accidén de 1la
ureasa.
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Figura No. 7 Regulacidn de la formacidn de la ureasa por la presencla de enzimas relacio-
nadas a la degradacién de derivados de purina, en hydrogenomonas 16.
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A.l.a.8) Biosintesis de aminodcidos. (102) El mecanismo general de la

sintesis de aminodcidos en esta clase de bacterias corresponde al

presentado en las bacterias quimiocorganoheterdtrofas. Aunque no hay

estudios reportados actualmente enfocados a este tema en particular.

Con el fin de que el metabolismo general de las bacterias del Hidré-

geno sea mids clara, todas las caracteristicas mencicnadas anterior-

mente se encuentran resumidas en la tabla No. 8.

Crecimiento
Quimiolitoautdtrofo

Utiliza al hidrdgeno mediante una reduc-
cidn directa del NAD. Fija por el Ciclo
de Calvin al CO,; el Ciclo de Krebs du-
rante este metagolismo tienen un papel
biosintético; en la mayorfa de las espe-
cies, el Ciclo del Glioxilato estd acti~
VO.

Crecimiento
Mixotréfo

Existe preferencia por utilizar los com-
puestos orginicos como fuente de carbono
y energfa, siempre y cuando el hidrSgeno
no esté presente. Los compuestos utiliza
dos son: Fructosa, glucosa, gluconato
asimilados principalmente por la via de
Etner-Doudorof. El1 rendimiento en bioma-
sa es alto comparado con las otras condi
ciones.

Crecimiento
Quimioorganoheterd
trofo.

Uriliza los substratos orginicos fructo-
sa, glucosa, gluconato mediante la via
Etner-Doudorof. E1 Ciclo de Krebs en al-
gunas especies se encontrd completo pero
por lo general con baja actividad. E1l Ci
clo del Glioxilato es de mayor actividad
que el de Krebs.

Tabla No. 8. CaracterIsticas del género Hydrogenomonas en diferen-
tes condiciones. ’
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A.2.a) Bacterias del azufre. La capacidad para desarrollarse autotrdfica-~

mente utilizando compuastos reducidos y azufre, es una caracteris-—
tica de un pequefio pero muy diverso grupo de microorganismos llama
dos bacterias oxidadoras de azufre o bacterias del azufre.

En esta clase de bacterias se encuentra incluida una especie con un

comportamiento muy particular llamada Thiobacillus ferrooxidans, la

cual es capaz de oxidar compuestos de azufre y fierro.
En la siguiente tabla No. 9, se mencionan los géneros y/o especiesA

de este grupo con sus caracterIsticas morfoldgicas principales.

GENERO ESPECLE CARACTERISTICAS
thioparus
thicoxidans Bacilos Gram negativo méviles por flagela
denitrificans =
ferrooxidans cién polar, excepto T. neapolitanus, T.
Thiobacillus nozellus novellus. Aerobios estrictos, excepto L.
intermedius denitrificans (66).
neapolitanus .
acidophilus
Bacilos grandes con flagelacién polar, de
Macromonas mobilis positan azufre internamente. No han sido
: cultivadas en forma pura.
Thiovulum majus Forma ovofde, depositan azufre internamen
te., Microaeréfilos.
. Microorganismos deslizantes. Metabolismo
Beggiatoa sp.oo organétrofo predominante.
Filamentoscs, deslizantes, se adhieren
Thiotrix por medio de una porciém fijadora, forman
rosetas, depositan azufre en el interior.
Thiospirillopsis|’ Filamentos, helicoidales, deslizantes.
e Semejante a Beggiatoa, pero sus filamen-
Thioploca tos estdn unidos en ases envueltos por
. una vaina comin (67).
Thiospira winogradsky Espirales, con flagelos polares en pena-
inpuctata chos, depositan azufre internamente. No
s aislados en cultives puros.
Fhiobacterium. * bovista Bacilo inmdvil, Gram negativo.
Sul folobus acidocaldarius Esferas  lobadas, inméviles, Gram negati
SRS N vas.
Thiodendron * mucosum Bacilos fnméviles, depositan azufre in-
R ternamence.

Tabla No. 9. Caracteristicas de las Bacterias del Azufre.
* Segiin Berges en la Ba. edicién, son la misma especie.
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De todo este grupo, el mis importante y al que se le ha dado mayor
atencion es el género Thiobacillus, por lo cual ésta revigién se
ha enfocado a dicho género tratando sus caracteristicas morfoldgi-
cas y metabélicas.

El género esta representado por bacilos pequenios Gram negativos

con flagelacidn polar (excepto T. novellus y T. neapolitanus),
méviles y capaces de obtener su energia por la oxidacién de azufre

elemental, sulfuros y tiosulfatos. La mayorfa de las especiles de
Thiobacillus se desarrollan fdcilmente en medios que contengan
compuestos orginicos con mis de un &dtomo de carbono

En general se ha comprobado que estos organismos asimilan 002 por
la vfa de Calvin, jugando el Ciclo de Krebs um papel principalmen
te biosintético. Los tiobacilos estln distribuidos en el suelo y
en el agua. Tienen una gran importancia en el ciclo del azufre.
Las particularidades de cada especie se consideraron por separado.
Debido al comportamiento fisiocldgico que presentan los tiobacilos,
en la bibliografia consultada se propone un puente de transicién
entre las especles que presentan un comportamiento litoautdtrofo y
organotr6fo. En el siguiente esquema se presenta la secuencia pro-

puesta:

I.~ Litoautotrdfos "estrictos"
A. Oxidan compuesto de azufre
1. Aerobios estrictos
a. PpH 6p;1mo$ de crecimieutro (6.0-8.0)

Thiobacillus-thiqpatus
Thiobacillus neapolitanus

aa., pH Sptimo &cido (1.0-3.5)
Thiobacillusthiooxidans

2. Anaerobios facultativos, usan nitrato en ausencia
de oxfgeno.
B. Oxidan compuestos ferrosos o de azufre

Thiobacillus ferrooxidans

II.- Litoautdtrofos facultativos.
A. Oxidan compuestos de azufre y se inhibe esta oxida-
cién por substratos orginicos.
Thiobacillus novellus
Thiobacillus thiocoxidans
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B. Oxidan simultdneamente tiosulfatos y substratos
orgdnicos.

Thiobacillus intermedius

I11.- Organotréfos, pero que requieren la presencla de compuestos
inorginicos de azufre para un Sptimo crecimiento.
Thiobacillus parometabolis

A.2.,a,1) Thiobacillus thioparus. (140). Se aisld inicialmente en 1902

por Nathansohn, pero su estudio, descripciSn y nomenclatura fue rea-

lizada por Beijerinck en 1904. Es una bacteria aerobia estricta pero
puede sobrevivir en anaeroblosis por un corto lapso de tilempo

crece ripidamente en un medio mineral conteniendo tiocianato, tio-
sulfato y sulfuros; depositan azufre elemental cuando se encuentra
en cultivo s8lido, esto le proporciona a las colonias un aspecto
blanquecino-amarillento.

Algunas especies, particularmente las aisladas de aguas dulces pro-
ducen una capa mucoide, en la cual se encuentran embebidas parecien
do inméviles. Las obtenidas de aguas marinas son generalmente mGvi-
les y se desarrollan mis ripidamente que las especies anteriores.
Sus condiciones de crecimiento son: pH neutro (6.9-7.3) 9 tempera-
turas de 28 a 30°C. En los estudios realizados por Huntchinson

con este nombre, se encuentran incluidas las bacterias llamadas T.

thiocyanoxidans.

A.2.a.l.1) Metabolismo heterdtrofo. T. thioparus se considera un quimio-
litoautStrofo obligado, perﬁ se ha comprobado que puede asimilar
carbono de compuestos como el piruvato, acetato, succinato, gluta-
mato, aspartato y leucina, (todos ellos a una concentraciln aprox-~
imada de 2mM, en el medio de cultivo) y carbohidratos tales como
glucosa y fructosa Cla . Los estudios llevados a cabo con material
radicactivo (carbono catorce) mostraron que la distribucidn isotd-
pica en las c&lulas cultivadas con acetato y piruvato se encontraban
en la fraccién lipidica y proteica; por otro lado, en las que se
cultivan con glutamato el isotSpo se recuperd casi en un 100% de 1la
fraccidn proté&ica. La incorporacitn del isotSpo de carbono proceden
te del acetato, sugiere que estas bacterlas perdieron una o mis en-

zimas requeridas para convertir el acetato en oxalocetato, mediante
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el alfa-ceto glutarato y se confirmé ya que el 014 queda incluido
en la familia de los aminodcidos del &cido glutdmico. Las enzimas
identificas en los extractos libres de cé&lulas relacfonadas con
el Ciclo de Krebs son: Deshidrogenasa isocfItrica, deshidrogenasa
succInica y milica. Estas enzimas mostraron una clara diferencia
en sus actividades cuando provenian de bacterias como H.eutxopha,
la que presenta un metabolismo mis amplio con substratos orginicos
que los tiobacilos y bacterias nitrificantes (22). La diferencia
bisica, radica a nivel de especificidad; la pérdida de la alfa-
cetoglutarato deshidrogenasa es la causa principal del funciona-

miento del Ciclo de Krebs, en sentido {inicamente biosintético.

Otra enzima importante que no fue posible identificar en los
extractos crudos de T.thioparus, es la NADH oxidasa, la cual ex-
plica en t&rminos bioquimicos las observaciones en el comporta-
miento de la respiraciﬁﬁ de las células intactas de estos organis
mos; los tiobacilos no consumen una cantidad considerable de oxf{-
geno en presencia de substratos organicos, aunque bajo estas con-—
diciones oxidan répidamentg compuestos de azufre. Todo lo anterior
lo podemos resumir en:

—- Ausencia de la NADH2 oxidasa

~~ Ausencia de la alfa-cetoglutarato deshidrogenasa

—-- Bajo niveles de deshidrogenasas malica y succinica

—- Funcionamiento del Ciclo de Calvin

A.2.a.2) Thiobacillus denitrificans. (47,107,140). Estd estrechamente rela-'

cionado con T.thiogarus, difiriendo solo en la habilidad de usar
nitrato como aceptor final de electrones en la gadena respiratorié,
por lo que funciona como un desnitrificador. T.denitrificans, es una
bacteria aerobia facultativa; en condiciones anaerobias utiliza al
N03 y oxida compuestos reducidos de azufre como trisulfato, tiocia-
nato y azufre elemental. La capacidad de crecer en medios anaerobios
se plerde ripidamente cuando se encuentra en condiciones aerobias.
Bajo tales condiciones llega a ser indistinguible de T.thioparus.

Un buen desarrollo de esta bacteria se obtiene en un medio s&lido
conteniendo tiosulfato y nitrato. Una gran cantidad de azufre ele-
mental se deposita entre las colonias. En condiciones de anaercbio-

sis el crecimiento es mis lento.
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A.2.a.2.1) Metabolismo heterStrofo. Realmente pocos estudios se han reali-

zado sobre el metabolismo heterdtrofo de esta bacteria. Los reportes
que se han hecho proponen un metabolismo muy parecide al de T.thipa-
rus pero con menor afinidad por los compuestos orgdnicos que éste,
ya que T.denitrificans es mis sensible a estos compuestos. Lo que si
se puede asegurar, es que su metabolismo bdsico de nutiicién es me-
diante la fijacidn de CO2 por la via de Calvin obteniendo su energia
por la oxidacidn de compuestos reducidos de azufre. No posee la en-

zima alfa-cetoglutarato deshidrogenasa.

A.2.a.3) Thiobacillus thiocoxidans (140). En 1914 se reportd la presencia
de una bacteria que oxidaba azufre y fijaba 002 en agua de mar, y

cuando estaba en cultivo se podia determinar un pH marcadamente
dcido. Silete afios después, Waksman y Joffe aislaron del suelo un or
ganismo con las mismas caracteristicas al de Lockett que se habia

reportado en 1914 y lo llamaron T.thiocoxidans.

Su morfologla es la tipica de los tiobacilos; bacilos pequefios Gram

negativos y mdviles. En contraste con T.thioparus y T.denitrificans,

T.thicoxidans crece mejor a pH menores de cinco unidades, y llega a
producir pH negativos. T.thiocoxidans, oxida con mayor rapidez el
azufre elemental que las dos especies anteriores. Fija CO2 por la

vfa de Calvin y por la fosfoenolpiruvato carboxilasa.

dad de metabolizar compuestos orgdnicos como la fructosa, piruvato,
acetato, succinato, malato, glutamato, aspartato y leucina. Estoes
resultados son producto de un estudio realizado por Butler en 1966,
en otras especies del mismo género donde enfatiza la utilizacién
del dcido aspartico como principal producto de la fijacidn de CO2 y
propone que €ste juegue un papel muy importante en el metabolismo

de estos organismos.

Debido a la interesante informacién reportada en su trabajo es con-
veniente detallar de cierta manera los experimentos y las conclusio
nes a que llegd. El estudio en general se realizd con la técnica de
igétopos radioactivos a bajas concentraciones, (10-5, IO_GM). Los

resultados y conclusiones mds importantes obtenidas son:
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1.~ Se confirmé la permeabilidad e integracidn al metabolismo de los

compuestos orgidnicos anteriormente mencionados.

2.- La glucosa mostrd tendencla a seguir la ruta dirigida'a la bio=-
sintesis de lIpidos y posiblemente fue utilizada como fuente de
energfa, mientras que los aminodcidos se encuentran esencial-

mente en las proteinas.

3.—- E1 dcido succinico es en algunos casos tdxico para estas espe-—

ciles.

4.- E1 metabolismo de los compuestos orgdnicos probados produjo CO2
lo cual le llevS a preguntarse sl mediante estos compuestos se

podria sustituir el CO, exdgeno. Para obtener la respuesta se

2
digenaron otvos experimentos donde la fuente de carbono y ener—

gla se combinaron como se explica:

a.~ Cultivo con azufre elemental y aspartato.

b.~ Cultivo con azufre elemental, aspartato y CO2

Lo que se obtuvo de estos ensayos fue que en presencia de azufre

elemental y CO el Acido aspartico se integrd casi totalmente a

»
las protelnas ; una pequefia cantidad se convirtis en COZ' Por
otro lado si el CO2 estaba ausente y el azufre presente junto con
el dcido aspartico, &€ste dltimo era convertido a 002 en vez de
asimilarlo en las proteinas. De &sta Gltima observacién se esperds

que el CO, proveniente del dcido aspirtico substituyera al exd-

2
geno, pero no fue el caso y en un periodo de cuatro semanas no se

obtuvo desarrollo.

Esto hizo suponer dos cosas: lo. Mediante un mecanismo de retroalimen

tacidn el dcido aspdrtico inhibe la fijacidén de CO (no se pudo com-

2!
probar, quedando por lo tanto como hipdtesis), y 2o0. E1l metabolismo
del dcido aspirtico ademids de producir COZ' produce ciertas sustancias

(no identificadas) que inhiben el crecimiento.

Se reallizaron otra serie de experimentos para esclarecer el papel del
dcido aspartico. Tales trabajos consistfan en hacer crecer a estas
bacterias en medios de cultivo donde previamente se habian desarrolla-—
do otras bacterias (del mismo género) con dcido aspdrtico. En este

caso se obtuvo un desarrollo muy lento del cultivo joven inoculado en
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el medio "usado'" comparado con el presentado por aquellos cultivos
que se inocularon en medios también "usados" e incubados pero sin
dcido aspirtico, porque éste se les adiciond en el momento en que
se inoculaba el cultivo joﬁen, (este medilo filtrado antes de ser

inoculado por segunda vez).

El autor de este reporte no da una conclusi6n definitiva, solamen-
te deja estos datos para desarrollar nuevos experimentos, donde se
pueda demostrar el papel del &cido aspirtico en el metabolismo de
T.thiooxidans. Por lo que respecta al papel desempefiado por el Ci-
clo de Krebs, se observS que es el mismo presentado en los casos
anteriores. Los compuestos orgénicoé, como en el caso de T.thioparus
y T.denitrificans, no mostraron un incremento considerable en el

rendimiento sino que, en algunos casos, éste disminuy&.

A.2.a.4) Thiobacillus ferroxidans. Esta bacteria esti considerada en el

grupo de las bacterias hierro-oxidantes. Bajo este nombre se encuen
tran agrupadas las bacterias que pueden utilizar al Fe2+ como dona-
dor de electrones. Durante mucho tiempo se considerd a T.ferrooxidans

y Ferrobacillus ferrooxidans como dos especies diferentes que mostra-

ban algunas similitudes al oxidar compuestos de azufre, tales como
tiosulfato, azufre elemental y fierro. Con la finalidad de determinar
sl eran especies diferentes las mencionadas anteriormente, se reali-
zaron estudios bioquimicos y morfolSgicos donde se observd que presen
taban gran similitud (91), por lo cual se propuso dejar bajo el nom—
bre de T. ferrooxidans a las dos especies, designacién con la que se
encuentran reportados en el Manual de Bergey's Bo. eaicién. Tal desig
nacisn no es utilizada en todos los reportes revisados para este tra-

bajo (45), sin embargo la informacidn se ha resumido bajo este nombre.

T.ferrooxidans es un microorganismo aislado de aguas dcidas (129, 164,
12, 32, 42, 45, 47) encontradas cerca de zonas mineras. Es un bacilo
Gram negativo mdvil; fue descrito por Colmer en 1950. Puede usar tio-—
sulfato como donador de electrones. Moxrfoldgicamente es idéntico a T.

thioparus y T.thiocoxidans pero a diferencia de estos, T.ferrooxidans

puede crecer y oxidar azufre elemental a pH idcidos, ademfs de usar
iones ferrosos en vez de tiosulfato come donador de electrones. En
subcultivos repetidos con iones Fe2+, esta bacteria pierde la capaci-

dad de oxidar tiosulfato, pero cuando se utiliza tiosulfato solo, no
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plerde la capacidad de oxidar los iones ferrosos. Se han hecho ex-
perimentos para demostrar que estos elementos no pueden ser oxida-—
dos simultdneamente. Razzel (90) observé una marcada inhibicién de
los lones ferrosos por la presencia del tiosulfato, pero a muy ba-
jas concentraciones se verificd la okidacidn de ambos compuegtos a
una velbcidad muy lenta: Eiisten otras sustancilas que inhiben tam-
bi&n la oxidacidn de Fe2+; como lo son las sales haloideas, nitra-
tos, fluoruro y azidas. El tiosulfato como mencionamos anteriormen
te ejerce una inhibicidn en el metabolismo del Fe2+, pero T. ferro-
oxidans necesita en gran cantidad iones sulfato para su metabolismo
(62). Esto nos hace pensar en un mecanismo especifico para este com
puesto. Se han propuesto varias hipdtesis, pero ninguna ha sido com

probada hasta la fecha; estas hipétesis son:

a.— El sulfato sirve como un cofactor para el sistema Hierro-
oxidasa.
b.~ El sulfato es un substrato requerido para la sfntesis de
compuestos de azufre, donde es nécesaria la transferencia
de energfa del sistema hierro-oxidasa. ]
T. ferrooxidans, tiene una gran importancia econdmica y ecoldgica,
por su capacidad de oxidar sulfuros. Su metabolismo a este respecto
ha sido objeto de estudios muy variados y detallados que se exponen

a continuacidn

A.2.a.4.1) Oxidacidn de sulfuros metalicos.
=2=S8E200LE8 Sl =E88

= =t

a) Cobre.~ La oxidacidn de los minerales de cobre Calcopirita,
Covelita y Calcocita en la naturaleza puede ser llevada a
cabo por un ataque directo de las bacterias y/o por iones
férricos que funcionan como oxidantes. Para los minerales
que contienen hierro, ambos mecanismos ocurren simultdnea-
mente y son diffciles de separar, esta (ltima caracterIsti-
ca corresponderia a la Calcopirita, donde la secuencia de

reacciones propuesta para su oxidacidn en presencia de bac-—

terias es:

(1) 48 CuFeS, + 204 0, + 24 H,S0, ——— =  4BCuSO, + 24 Fe (S0,); + 24 H,0

(2) 12 CuFeS, + 24 Fe,(S0,); -——— @ 12 CuSO, + 60 FeSO, + 2& §°
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Es dudoso si el ataque inicial al mineral por las bacterias es me—
diante la disolucidn del mineral, ya que existe la evidencia de la
baja solubilidad de &ste. La reaccidn (1) la lleva a cabo T. ferro—
oxidans, pero tambi&n puede ser que se efectiie mediante iones férri
cos inicialmente en el medio o provenientes de otras oxidacilones

bacterianas como:

(3) 60 FeSOl. + 30 stO,‘ + 1S5 02 ——— 30 !-'ez(SO_,‘)3 + 30 H,0

Los iones ferrosos y el azufre mineral elemental que se producen en
las reacciones (1) y (2) pueden ser oxidados subsecuentemente por
las bacterias presentes, mediante las reacciones (3) y (4) siguien—

tes.

(1) 48 CuFeS, + 204 O, + 24 HySO, — g 48 CuSO, + 24 fez(so“)3 + 26 HYO0
(2) 12 CuFeS, + 24 Fe,(50,)y — ——gw= 12 GuSO, + 60 FeSQ, + 24 S°

(3) 60 FeSO, + 30 HySO, + 150, — _ gm 30 Fe,(S0,), + 30 H,0

(4) 266° + 26 H,0 + 360, ——_ gm 24 H,50,

(5) 30 Fez(SOI.)_-’ + 120 HZO — 20 H Fe(SO,')za 2 Fe(H0)3 +-50 stoh

(6) 60 CuFeS, + 255 0, + 90 H,0 — g»- 60 CusO, + 20 H Fe(50,),0 2 Fe(OH) ; +

20 H, 50,

Durante la fase inicial de oxidacidn (reacciones 1-3), el sulfato es
consumido y por lo tanto, el pH tiende a elevarse causando la preci-
pitacién del sulfato f&rrico y sales de sulfato bisicas, tales como
la anterita (Cu3(OH)ASOA). El sulfato férrico es hidrolizado median-—
te una reaccidn lenta (5) produciendo minerales secundarios de fie—
rro, en este caso la jarosita, que precipita en la superficle del mi

neral original obstruyendo la accidn bacteriana.

Las reacciones propuestas para la extraccién de Calcocita son:
(1) 10 Cu,S + 2 H,50, +0 —— p» 2 CugSg + Cuso, + H,0

(2) 2 Cugss + 8 HZSOQ + 4 02 —_—— 10 Cus + CuSOh + 8 H20

(3) 10 CuS + 200, — g 10 CusO,

(4) 10 Cu,5 + 10 H,S0, + 6 Op w2 CuSO, + 10 HyO
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La Calcocita es oxidada a sulfato de cobre produciendo como interme
diarfio a la Digenita (Cugss) y Covelita (CuS). Debido a que el sul-
fato es consumido por el ion cuprico y no hay ninguna reaccidn en
donde se regenere, el pH tiende a elevarse con la consecuente presi
pitacidn de antlerita y ahino es controlada esta subida puede lle-
gar a inhibir la oxidacidn bacteriana. Se observo que la oxidacidn
de Calcocita, Digenita y Covelita son independientes de la presen-—
cla de iones fé&rricos, pero su participacidn aumenta el rendimien-—

to de la extraccidn, acorde con las siguientes reacciones:

(1) Cu25 + 2 Fe (SOL)3 — 2 CuSOl‘ + 4 FeS0, + s°®

(2) CuS + Fe,(50,)y ———— g  CuSO, + 2 FeS0, + S°

(3) CugSg + 9 Fep(50,) 3 ———p» 9 CuSO, + 15 FeSQ, T §°

Generalmente la solubilizacién completa no se lleva a cabo, debido
a la precipitacidn de la Jarosita. Los sulfuros de cobre se presen-
tan naturalmente en la mayorfa de los casos en presencila del fierro,
como es el caso de los minerales pirita y pirotita.

El selenuro de cobre otro mineral de importancia econdmica, es oxi-

dado por T. ferrooxidans como se muestra en la siguiente reaccidn:

2 CuSe + 2 HyS0, + Op ——— g 2 CuSO, + 2 Se  + 2 HyO
b) Uranio.~ El mecanismo de extraccidn por T. ferrooxidans pa-
ra el uranio se puede presentar como sigue:
(1) 2 FeS, + H0 + 7 1/2 0y oo g Fe,(S0,)3 + H,S0,
(2) U0, + Fe,(S0, )y — ——— g U0, SO, + 2 FeSO,
(3) 2 FeSO, + H,SO, + 1/20, — g  Fe,y(SO0,) 5 +H,0

(4) 2 FeSy + U0, + 80, — g U0,50, + Fe,(50,),

En la lixiviacifn del uranio, el i6n fé€rrico sirve como un agente
oxidante y es regenerado por las bacterias por medio de la reaccidn
(2) o por accidn quimica (3). La forma tretravalente del uranio es
insoluble en las soluciones lixiviadoras, mientras que la forma
hexavalente egs ya soluble. Los procesos microbiolégicos para la ex-—

traccidn del uranio estan influenciados por condiciones ambientales.
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c) Fierro.- Debido a la informacidén disponible (55, 70, 105,
106, 145), puedo mencionar cual es la relacidn que existe
entre la flora microbiana presente en los habitats de lixi-
viacién, con los tiobacilos directamente relacionados con -

estos procesos.

En los sitios de lixiviacidn se han encontrado bacterias muy varia-
das como lo sonrbacilos quimiocorganotrdfos que no son precisamente
del grupo de bacterias del Eiefro, pero su metabolismo estd relacio
nado con éste, ya que pueden precipitar y eliminar al fierro en so-
lucidén. Esto es, el hidrdxido de fierro II1Il es aparentemente un pro
ducto de desecho, que junto con las sales de este metal son utiliza
dos para satisfacer las necesidades de 16n fierro. Por ejemplo Baci-—
llus bruntzii, asimilia FeJ(P04)2 para sintetizar un pigmento que
contiene aproximadamente 6.0% de fierro. (l45).

Esto hace descender la concentracidén de fierro en el medio, que de

' una manera no controlada podrfa afectar la lixivicién de los minera
les. Es menos conocida la accidn del género Siderocapsa empezando
por su dudosa clasificacidn en la familia Caulobacteraceae. Su meta
bolismo es quimioorganotrofo. Se ha observado que su poblacidn es
considerable cuantitativamente, en ambientes marinos.

Sphaerotilus es un género encontrado en medios con bajas concentra-
ciones de materia orgidnica, oxigeno, fierro y manganeso oxidable.
Se ha reportado que estos microorganismos producen problemas cuando
se desarrollan en altas proporciones, en los rfos y corrientes don—
de .son vaciadas las aguas de las minas de uranio. La principal reac

cifn que producen es:

AFem3+02+6HZO_._> 4 Fe (OH)3+16C02

Gallionella, estd presente en el agua y es diffcil de distinguir

del género Sphirophyllum. La c&lula de Gallionella es asimétrica y
debido al hidrdoxido férrico que secreta al medio forma uma colonia
larga y delgada. La especile mds encontrada de este género es G.fe-
rrunginea, que ha sido aislada de minas como la de Metigen, en Sui

za, donde realiza la misma reaccidn que Sphaerotilus. Gallionella

induce la corrosidn durante las operaclones de recuperacidn de pe-
trdleo.

La cé&lula Leptothrix tiene forma tubular y es transparente, la cual
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es cubilerta por una copiosa'cantidad de hidrdxido férrico. Al igual
que otras de las especies mencilonadas, su metabolismo no es bien co
nocido y se le ha considerado como un quimilitétrofo facultativo.

La oxidacidn del fierro por estas bacterias se supone que es como

sigue:

(1) 2 EeCO3 + 0, +3 H0 —__’ 2 Fe‘(OH)B + 2 co,
(2) 2 CJH(,OJ + 2 Fe(OH)2 » 2 CH;~COOH + 2 Fe(OH)3 + 200, +3H,

(3) CH3—COOH + 2 Fe(OH)2 - 2C0, +2 Fe(OH)3 +~3 Hy

En este caso se supone el fierro funciona como fuente de energfa y
aceptor de oxigeno.

Clonothrix, con su morfologfa filamentosa, se adhiere firmemente a
diversas partfculas. Su mecanismo de accidén no es conocido, ni ha
sido objeto de estudio.

Ahora bien, el mineral de fierro con mayor importancia econdmica es
la pirita, la cual estd sujeta a una oxidacisdn por parte de T. fe-

rrooxidans y T. thiocoxidans. El1 mecanismo propuesto es:

(1) FeS, + Fe,(S0,)4 » 3 FeSO, + 2 s°

(2) 28° + 6 Fe2(50“)3 + 8 320 > 12 Feso, + 8 52501.

(3) Fe82 + 7 FeZ(Solo)S + * 520 » 15 Feso, + 8 HZSO“

El producto de esta oxidaci&n, el sulfato ferroso, es de gran impor

tancia, porque mediante la reaccidn:

2 FeSOlO + 0.5 0, + stoz, - Fez(SOI‘) + HZO
llevada a cabo por método quimico y microbioldgico, suministra a los
ambientes de minas un potente oxidante que facilita la extraccidn de
~algunos minerales sulfiireos principalmente, de los cuales ya he men-
cionado algunos. Representando con "R" al metal, la siguilente reac-—
cidn puede generalizar el comportamiento hasta ahora mencionado de

los iones férrlcos para la extraccidn de los minerales.

2 RS + l"ez(S()l‘)3 + 2 H0 + 02 - 2 RSOI‘ + 4 FeSOl‘ + 2 HZSO“

d) Manganeso.- El manganeso posee propiedades semejantes al
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fierro, por lo cual se le encuentra asociado con este elemen
to en la naturaleza. Los oxildos, hidr&xidos, silicatos y car
bonatos son los compuestos minerales mis comunes para este
elemento. La forma bivalente es la de mayor movilidad en 1la
naturaleza. Donde las condiciones ambientales actdan a favor
de la reduccidn, el manganeso se extrae del suelo y depaéi—
tos minerales; tales condiciones son favorecidas por la pre-
sencia de gran cantidad de materia orgidnica y suelos satura-
dos de agua, porque se induce la descomposicidn del material
orginico y se producen las condiciones reductoras favorables
para la extraccidn. (122, 145, 21).

El manganeso se encuentra en los nddulos marinos, que es
otra fuente de este mineral.

La accidn microbiana sobre los minerales de manganeso se ha
enfocado a las bacterias pertenecientes al gé&nero Thiobaci-
1lus. Estos microorganismos oxidan al azufre que a su vez es
capaz de reducir al manganeso de MnOZ, a un compuesto solu-
ble como lo es el sulfato de manganeso II.

La reaccidn se puede representan como:
M0, + 8° + 2.5 0, + .H20 » MnS0, + H,50,

e) Zinc.~ La lixiviacidn de zinc, al igual que los otros minera
les es llevado a cabo por las bacterias ' T. ferrooxidans y

T. tiooxidans. La reaccidén de estraccidn es:

ZnS + 2 Fez(SOL‘)B + H,0 » ZnSOA + 4 FeSO“ + 2 H2 SOQ

Bdsicamente el proceso de lixiviacidn consta de: 1l.- Oxidacidn
quimica y bioldgica de la pirita, para producir sulfato ferroso.
2,~ Oxidacién bioldgica del sulfato ferroso. 3.— Oxidacidn del
sulfuro de zinc a sulfato de zinc, con la produccidn del sulfa-
to ferroso. El sulfato de zinc puede ser recuperado y el su;fa—

to ferroso puede ser reciclado al sitio de extraccidn.

A.2.a.4.2) Metabolismo_del NitrSgeno_en Thiobacillus_ferrooxidams. El ni-
trégeno es asimilado en forma de 16n amonio y es un nutriente limi-

tante en la oxidacidn del fierro, por lo que se ha sugerido que la
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diferencia de nitrdgeno (amonio) pueda ser una condicidn ambiental
que influya negativamente en el proceso de lixiviacidén bacteriana.
Recientes estudios (136) muestran que algunas especies de T. ferro—
oxidans son capaces de reducir el N2 e incorporarlo a su material
celular, esto quiere decir que es capaz de fijar nitrégeno, aunque
sea en minima cantidad.

Otros compuestos inorginicos del nitrdgeno que podrfan ser asimila
dos son el nitrito y nitrato pero en los experimentos se ha obser-
vado que solo una especie de esta bacteria es ‘capaz de utilizar

los lones nitrato pero a muy baja proporcidén. Se piensa que esto

es consecuencia de que la asimilacidn de nitratos es un gasto exce-
sivo de energfa para la cé&lula que podrfa ser utilizada para otros

fines como lo son la fijacidn de COZ'

A.2.a.4.3) Metabolismo _del fdsforo_de_ Thiobacillus_ferrgoxidans. El £8s-

A.2.a.4.4) Pape

foro es asimilado en forma de fosfatos y parece ser necesario, no
solo para el metabolismo energético de T. ferrooxidans, sino tam-
bién para los primeros pasos de la oxidacidn de los iones ferrosos,
que se llevan a cabo fuera de la pared celular. A estﬁ aseveracidn
se llegd mediante los experimentos realizados por Tuovinen {(136) en
1971, donde no se le adiciond f&sforo al medio de cultivo y se ob-
servd que después de trece subcultivos, la oxidacidn del Fez+ habia

desaparecido cerca del 20% durante la fase logaritmica.

1.de.

ferrecxidans

a) Magnesio.- El magnesio mostrd ser un 186n esencial para la fi
jacidn de CO2 (136) y para la oxidacidn de Fez+. La cantidad
que se requiere es muy poca (cerca de 2mM/l), esto puede ex-
plicar algunos datos reportados, como lo son los de Andersen
y Remsen (136) acerca del no requerimiento de magnesio duran
te la lixiviacién microbioldgica, ya que la naturaleza nor-
malmente contiene miAs magnesio que el limitante. Por otro la
do, estas bacterias pueden obtener el magnesio de los sulfu-

ros formados, debido a que se disuelven rapidamente en me-—

dios dcidos.
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b) Cloruros.- En diversos estudios (91, 136) se ha comprobado
que 16n cloruro es altamente inhibitorio para la oxidacidn
de los iones ferrosos, solamente en muy pocas especles se
pudo lograr uma relativa tolerancia, pero sin llegar a la

adaptacidn total.

c) Potasio y Calcio.- El potasio y calcio no tienen ningiin efec

to demostrable sobre la oxidacidn de los iones ferrosos,
cuando el nitrato y amonio se campararon como fuente de ni-
trdgeno. Esto muestra que las necesidades de potasio y cal-
clo son pocas, por lo que estos cationes son suministrados
en circunstancias normales por los residuos en los reacti-
vos y en la naturaleza por el agua del suelo o depSsitos mi-

nerales.

A.2.a.4.5) Metabolismo_heterdtrofo. Las enzimas del ciclo de Calvin y de
la via de la Hexosa monofosfato han sido demostradas en ex
tractos libres de cé&lulas de cultivo de T. ferrooxidans. Fig.
8.

Los experimentos realizados por Nord y Gay (36), fueron en-—
focados a la posible relacién de los productos de fijacién
de la via de Calvin y la Hexosa monofosfato. Es interesante
revisar con mayor detalle estos experimentos junto con sus
resultados y conclusiones. Inicialmente el cultivo de T. fe-
rrooxidans se mantuvo en medio mineral adicionado de sulfato

ferroso pH= 3.5 y temperatura de 28-30C°.

a) Los extractos se prepararon mediante ultrasonido.

b) A dichos extractos se les hizo la prueba de fijacidon de
002. la cual resultd ser rdpida. Esta fase se realizd en
un medio adicionado de ribulosa difosfato (RuDP), como re
sultado se reportd que si la RuDP era sustituida por ribu
losa-5~-fosfato (R5P) y ATP, el CO2

esto es la RuDP y R5P fueron esencial y cuantitativamente

fijado era el mismo,

convertidas en productos marcados. Por otro lado se probéd
que la fijacién de 002 descendia marcadamente cuando se
utilizaba glucosa-6-fosfato (G6P) o fructosa-6-fosfato

(F6P), igualmente se comprobd el aumento de fijacidn de
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Figu:;a No. 8 Relacidén propuesta para la via de la Hexosa Monofosfato y el Cicle de Calvin
durante la fitacién de 802 en Thicbacillum ferrvoxidans. (136)
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CO2 por la adicién de F6P y ac. 3-fosfoglicérico, cuando
estos substratos actuaban solos.
El producto grincipal de fijacidn de COZ’ cuando se usd
R5P y fructosa 1,6, difosfato (FDP) fue el 3~fosfoglice
rato (3PGA) realizandose también la identificacidn de la
enzima responsable, la gliceraldehido 3-fosfato deshidro
genasa. En estas condiciones, se identificd una pequefia

cantidad de fosfoenol piruvato.

c) Observaciones realizadas.~ La habilidad de utilizar RSP
como substrato ATP dependiente para la fijacidn de co,
con la consecuente formacidn de 3PGA, es una muestra de
la presencia de las enzimas pentosa fosfato isémerasa.

fosforibulocinasa y carboximutasa.

d) Nord y Jay mnos marcan como conclusiones lo siguiente:

l1.- Las enzimas demostradas éugieren que el Ciclo de Cal

vin es una via operativa de estos organismos.

2.~ La acumulacidn de 3PGA es, probablemente, el resulta
do de una baja actividad enzimatica de la triosa fos

fato deshidrogenasa.

3.- En presencia de ATP, la RSP es convertida en RuDP
sin la produccidén de NADHZ.

Todo lo expuesto anteriormente, nos lleva a pensar que estas
bacterias poseen un sistema de fijacidn para el CO2 mediante la
vIa de Calvin que es apoyada por la vfa de la Hexosa monofosfa—
to para la regeneracidn de intermediarios importantes.

Otros estudios, como lo son de Sugio y Tano (108) muestran que
hay especies de T. ferrooxidans denominadas AP-19 y AP-44, que
difieren de las especles de las otras en el mecanismo para me-
tabolizar glucosa y ademds por la presencia de 1la NADH2 oxlidasa.
Esto es, las especies AP-19 y AP-44 que se desarrollan en un me
dio de glucosa al 0.1% y al 31 C° y son capaces de oxidar iomnes
ferrosos despu@s de 40 h de incubacidén. La especie AP~19 no fue
capaz de metabolizar la D-glucosa. Para verificar si esto se de

be a la ausencia del sistema enzimdtico responsable, se trabajo



64.

con extractos libres de células y como resultado se obtuvo la
asimilacién en ambas especies, lo que hiz& suponer que AP-19 no
posee el sistema de transporte para la D-glucosa. Las especiles
comunes de T. ferrooxidans, no muestran ninguna actividad bajo
estas condiciones.

Por 1o que respecta a la enzima NADH2 oxidasa, esta fue identi-
ficada en AP-44 y muy poco en AP-19 (en los cultivos de T. fe-
rrooxidans no se detectd ninguna actividad para esta enzima).
Se piénsa que estas diferencias, puedan ser producto de muta-
ciones causadas por el cultivo continuo en ciertos medios o
bien, porque se trata de especies diferentes a T. ferrocoxidans
que ée aislaron en la mezcla de bacterias flerro-oxidantes
obligadas y facultativas que se parecen morfoldgicamente a

T. ferrooxidans.

En suma, el metabolismo heterdtrofo de esta bacteria incluyen-—

do el Ciclo dg‘Krebs es similar a los anteriores tiobacilos.

A.2.a.5) Thiobacillus mnovellus. (46, 64, 86, 140). Es una de las bacte-—

rias llamadas comunmente autdtrofa facultativa, por habé&rsele

demostrado un metabolismo heterdtrofo. Oxida tiosulfato en po-

‘ca proporcidn con la produccidn de una pequefia cantidad de &ci
do, no tolera pH dcidos y su valor Gptimo es de 6.8-7.2. La po
ca oxidacién de tiosulfato, quizd esté influenciada por 1la di-
tima cacarteristica mencionada. En medio mineral muestra una

morfologia muy parecida a T. thiparus.

A.2.a.5.1) 555222%£2ﬂ2-32£$5§552£2' Esta bacteria desarrolla muy facilmen
te en medios orgdnicos sin un perfodo previo de adaptacidn. Tal
caracterfstica denota una diferencia muy clara entre las espe-
cies anterilores. Se han realizado experimentos bajo condiciones
de mixotroffa y con nutrientes limitantes, esto es con el fin
de poder comprender la relacidn que existe entre estos dos ti-
pos de metabolismos cuando estdn funcionando simultaneamente.
Los reportes publicados sobre este microorganismo estdn ubica-
dos cronoldgicamente entre 1979-1983 y son los realizados por:

Huntchinson, Leefeldt, P8rez y Vishniac. (46, 64 , B6, 140).
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El punto a determinar con estos experimentos es el de la contri
bucidn real del CO2 a la formacidn de biomasa en condiciones de
litoautotroffa, mixotroffa y organoheterotrofia. Los resultados

obtenidos son:

a) Medio litoautdtrofo. E1 100% del carbono para la biosfnte-
sig celular provino del NaHCO3 que tenfa adicionado el me
dio.

b) Medio mixotrdfo. El medio contiene NaHC03, tiosulfato ¥y
extracto de levadura; aqui el resultado fue que 90% del
carbono para la blosintesis proviene del 002 y el restan-

te, del extracto de levadura.

¢) Medio organoheterdtrofo. Este medio tiene glucosa como
fuente de carbono y energia, el resultado obtenido es:
13Z del carbono celular proviene del CO2 atmosférico y el

resto del substrato orginico.

De lo anterior se puede concluir que la contribucidn del 002 a
la biosintesis bajo condiciones de mixotrofia, depende de la
concentracidn de tiosulfato en una proporcidén directa con la
glucosa. Esto es, si la relacidn tiosulfato/glucosa es de cinco,
el porcentaje de carbono proveniente del Co, es del 17%, pero
si esta relacidn decrece, entonces el porcentaje de CO2 puede
llegar hasta 8-10%.

Es claro entonces que tanto bajo condiciones de mixotroffa con
nutrientes limitantes, como con baja concentracidn de glucosa
con respecto al tiosulfato, el 002 contribuye significativamen-
te a la biosfntesis celular y en tales circunstanclas, la ener-
gfa es adquirida tanto del tiosulfato como de la glucosa (64)
donde a la vez la glucosa sirve como fuente de carbono. Lo ante
rior hace suponer que la enzima ribulosa difosfato carboxilasa
tiene mitigados los efectos de la represidn causada por los
substratos orgidnicos cuando estos estdn por debajo de sus nive-
les erfticos. Esta caracterIstica no la poseen todos los tioba-
'cilés, porgque en la mayorfa la inhibicién se lleva a cabo aun
en niveles md3s bajos que los presentados por T. novellus. Con

lo que respecta al Ciclo de Krebs, este se muestra completo y
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actlia seglin el medioc en que se desarrolle el microorganismo, es

to es como via energ&tica o como via biosIntetica.

A.2.a.6) Thiobacillus A2. (110, 1l44). Esta bacteria tiene la morfologia

caracteristica de los tiobacilos; bacilo corto Gram negativo,
mévil. Es un aerobio estricto, oxida el tiosulfato para la ob-
tencidn de energfa. Fue descrito recientemente (1979-1983) y
atin no se comprueba si1 en realidad se trata de una nueva espe-

cie o es una variante de las ya descritas.

A.Z.a.ﬁ.l) Metabolismo_heterdtrofo. Al igual que las bacterias de este
grupo tiene la capacidad de desarrollarse en presencia de com-
puestos orgidnicos principalmente carbohidratos haciendo uso de
las vias E.M.P, E.D. ¥y P.P. (Pentosa fosfato).

Los carbohidratos usados mis comunmente son: glucosa, maltosa y
fructosa; aunque también han mostrado que crecen con algunos di
sacdridos y trisaciridos.

Thiobacillus A2 presenta un comportamiento poco usual en este
grupo de microorganismos, que es el funcionamiento de las tres
vifas para la asimilacidn de glucosa. La operacidn de cada via
depende del tipo de substrato usado. Por ejemplo: la via EMP es
td ausente en la mayor¥a de las bacterias que crecen con gluco-
sa (en ruy pocas especies se pudo comprobar su actividad, como

fue el caso de las especies Thiobacillus GFl). Por otro lado,

cuando el medio contiene glucosa y tlosulfato o succinato, las
vias funcionales son E.D. y P.P. La ausencia de la vIa EMP se
debe a la falta de la enzima fosfofrutocinasa, (la cual es cla-
ve para este funcionamiento), la p&rdida de esta enzima hace
que los microorganis=os se parezcan mids a las pseudomonas. En
solo una especle se ha podido demostrar la operacién simulta-

.nea de las tres viIas, en Thiobacillus GFl.

También en Thiobacillus A2 se han realizado estudios para de-—
terminar el comportamiento bajo condiciones de autotorffa, mi-
xotrofia y heterotroffa (141). Como en el caso de T. novellus,
lo mids importante es entender el metabolismo bajo condiciones
de mixotrofia. En un cultivo que tiene al tiosulfato como subs

trato limitante y CO2 en exceso, la ribulosa difosfato carboxi
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lasa muestra su mayor actividad, &sta a su vez declind marcada-
mente cuando fue reemplazado el medio por unc que contenfa tio
sulfato glucosa—NaHCO3. Después de un crecimiento prolongado en
el medio con glucosa la actividad de la ribulosa difosfato car-
boxilasa descendis hasta una marcada inactividad. La fosfoenlpi
ruvato carboxilasa estuvo ausente en los medios autdtrofos y mi
xotr6fos y ligeramente detectada en los heterdtrofos.

Como resultado de estos experimentos se puede resumir los si-

guiente:

a) En el medio heterdtrofo se obtuvo un rendimiento de bioma
sa de 109.0 gr. peso seco/ gr. subst. consumida.
Cuando se compararon las condiciones de autotrofia, heterotro-
ffa y mixiotroffa, los resultados se reportaron en (gr peso se

co/1l).
b) Medio autdtrofo.-— (tiosulfato).0.256
¢) Medio mixdtrofo.- (tiosulfato/glucosa) 0.560
d) Medio heterStrofo.- (glucosa) 0.294

Estos resultados nos muestran que cuando se mezclan las fuentes
de electrones los rendimientos aumentan,porque se combinan los

mecanismos de metabolismo litoautdtrofo y organdtrofo.

En la Fig. 9 se muestra el resumen del metabolismo de bacte-

rias pertenecientes al género Thiobacillus.

a.) Bacterias del Nitr&gggg. Las bacterias nitrificantes, son consi

deradas microorganismos quimiolitStrofos obligados, pero los
experimentos hechos por W. Wallece y D. Nicholas (143), demos-
traron que existe una asimilacidn real de compuestos orgdnicos,
aunque en cantidad muy pequefia. A este respecto, se plensa que
no existe un microorganismo quimiclitotrdfico obligado, esto
es, que no sea capaz de usarcompueséos orgdnicos de mds de un
dtomo de carbono, como fuente de energfa y alternativamente de
carbono. Se propone en el trabajo citado, que en aquellos ca-
sos donde aun no se han detectado la asimilacidn de compuestos

orgidnicos, se deba a un error en la manipulacidén de los culti-
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Figura No. 9 Representacién esquemdtica del flujo de carbono en las bacterias del
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género Thicbacillus de los compuestos orginicos como glucosa, fructo
sa, piruvato, acetato, succinato, glutamato y CO,, cuando este ulti-.
.mo no se asimila por la vfa de Calvin. Se indica“la integracién de

éste flujo con el metabolismo de aminodcidos y formacién de tetrapi-

rroles.



69.

vos y/o sus condiciones de crecimiento o en su defecto que sea
tan reducida la variedad de compuestos orgidnicos asimilables,

que todavia no se acierte a probar con ellos.

Por lo anterior, a este grupo de bacterias, se les considera
el mAs representativo del metabolismo quimiolitdtrofo. La clasi
ficacidn estérhecha en base a su morfologfa y pasos particula-
res para lajpxidacidn de los compuestos inorgdnicos del nitrd-
geno. No se éonoce ninguna especie de este grupo que pueda oxi
dar por sf solo el amoniaco a nitrato, ﬁor lo cual la nitrifdi-
cacidn del amoniaco en la naturaleza, resulta de la accidn se~
cuencial de dos clases de microorganismos que son; los que oxi
.dan amoniaco a nitrito llamados "Nitrosoficantes" y los que
oxidan el nitrito a nitrato, llamados "Nitrificantes". Podrifa
parecer mal empleado el t&rmino nitrificante para designar a
ambos subgrupos, pero es de uso comin en el campo de la micro-

bilologfa designarlos asf.

Por otro lado se ha encontrado, que algunas bacterias hete-
rotrofas y hongos pueden oxidar el amoniaco a nitrato por sf
solos, pero en su actividad es tan baja que no es significati-

va en la Naturaleza.

En la tabla No. 10 encontramos los gé&neros inclufdos en el

grupo de las Bacterias de Nitrdgeno.

Las bacterias que oxidan amoniaco a nitrito pueden llamarse
en general, "bacteris nitrificantes" y sus nombres genéricos
llevan el prefijo -Nitro-; por otro lado, las que oxidan nitri
to a nitrato (son las que realmente llevan a cabo la nitrifica
cacidn porque son las que producen el nitrato), sus nombres ge

. néricos tienen el prefijo -Nitro-.
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GENERO ESPECILE CARACTERISTIICAS

Nitrobacter . winogradsky Bacilos cortos Gram negativos. Poseen una
. . capa de citomembranas, mévil.

Nicrospina . R EESaa. gtécilis ' Bacilo largo, recto. y delgado, Gram nega-
tivo, inméviles. Se cultiva en agua de
mar. Anaerobio estricto.

Nitrosomonas . europeae Bacflo corto, movilidad variada, Gram ne
' ! gativo. Poseen citomembranas que forman
vesfculas en la periférica del citoplas-
ma. Su h&bitat es marino y es un aerobic
estricto.

Nitrosospira ‘ “briensis Bacilo con espirales, Gram negativo, mé-
R A viles e inméviles. Aczrobio estricto.

s mitrosus

Nitreosococcus Cocos, Gram negativos, presentados en pa
res y tetradas. Aerobilo estricto.

Nitrococcus Bacilo corto o esferas ovoides, Gram ne-
gativo, mévil.

Nitrosolobus Células pleomSrficas, Gram Negativas, mé-

8 ; T g viles, presentan invaginaciones que for-
TR T man grandes compartimientos.

Tabla No. 10 Especies inclufdas en el grupo de las Bacterias del Nitrdgeno.

Los aspectos importantes sobre la morfologia y estructura de las
bacterias del nitrdgeno, son realizados por Wallace y Nicholas (142)

con el microscopilo electrdnico, donde se ha observado que la mayoria
ar

de estas bacterias poseen elaborados sistemas internos de membrana
que sustentan la maquinaria de transporte de electrones. Esta estiLg
tura membranal no es caracteristica del grupo de las bacterias nigéi
ficantes, porque se ha encontrado que el triplete estructural membra
nal es similar a otras bacterias Gram negativas. En Nitrobacter la
parte interna de la membrana es extremadamente densa y se tifie fuer~
temente con acetato de uranio; en Nitrosomonas, el arreglo circunfe-
rencial de las membranas es similar al de las bacterias fotosintéti-
cas y algas azules. La membrana de Nitrosocystis (especie de afila-
ci8n incierta), estd localizada hacia el centro y su arreglo se pa-
rece al de los cloroplastos de las algas superiores, pero Nitroso-—

cystis no posee capacidad fotosintética.
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A.3.a.l) Aspectos metabdlicos. Ha sido demostrado (143), que Nitrobacter

agilis no puede crecer con tiosulfato, sulfito, hiposulfito, iones
fierro, manganeso, arseniato, oxalato, succinato, acetato, malonato,
gliceraldehido, formaldehido y urea. Por otro lado, se demostrd tam—
bién, que la nitrificacidn y la proporcidn de tal proceso es depen—
diente de la presencia de bicarbonato; cuando el bicarbonato se en-
cuentra en el medio la nitrificacidn no es estimulada por la presen—

cla de los compuestos orgdnicos listados anteriormente.

En trabajo de Wallece y Nicholas (144), demuestra que algunos com
puestos orginicos tienen efectos inhibidor o estimulantes al creci-
miento en Nitrobacter. Por ejehplo, se demostrd (142) que el acetato
aumentaba el tiempo de generacidn de 20 h. a 90 h. usando un medio
mineral suplementado con este compuesto con una concentracidn de
5 mM y 0.05% p/v de caseina hidrolizada. Después se llevd a cabo
otro experimento, eliminando el nitrito del medio observaron que Ni-—
trobacter puede usar el acetato como fuente de carbono y energia.

La absorcidn md@xima de acetato marcado (I-C14) por una suspensidn de
células de Nitrobacter fue llevada a cabo en poco menos de 30 min.,
y la distribucidén de los carbonos marcados en las c&lulas fue simi~

lar a cuando se utilizd acetato en el carbono dos.

Los resultados mostraron que la mayoria del carbono marcado se
encontraba en las proteinas y fraccidn dcida soluble de las células.
En el PHB, se encontrd cerca del 5% del carbono marcado total, ade-
miAs este polimero mostrd ser un importante constituyente para las
funciones celulares relacionadas con la reserva de energfa (fig. l1).
Por otro lado, con lo que respeca a la via de asimilacién y fuente
de carbono, se demostrd que Nitrobacter y Nitrosomonas, ocupan prin
cipalmente el Ciclo de Calvin para fijar COZ. Esto se concluyd, en

base a que se ha logrado identificar las enzimas involucradas en di

cho Ciclo mediante el uso de carbono marcado, que fue localizado

principalmente en el fosfogliceradehido, aziicar monofosfato y dcido
aspdrtico, (fig. 10). Se supone que la acumulacién del carbono mar-
cado en el dcido aspdrtico tiene relacidn con la actividad de la en

zima fosfoenolpiravato carboxilasa.
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*
Via Hexosa Monosfosfato Q) Oxoloacetato

co,,

Gliceroldehido-3~£f0Sfato e — Fosfoenol piruvato

Ac- aspértico*
Ac=3- fosfoglicérico*

Ribulosa-1,5,difosfato

Ribulosa-5-fosfato

A3

~ ~

——
(1) Enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa.
Figura No. 10 Mecanismo para la acumulacidn de Ac. aspirtico, apoyando la observacién de la

localizacién (*) del carbono marcado en los compuestos 3- £os£oglicera:o, in-
termediarios de la via Hexosa Monofosfato y en el Ac. aspértico.

ACETALO memece—scm———— ACEL11-CCA —t' Sf{ntesis de
Poli~ -hidroxibutirato
: Citrato
/ Ciclo : \ .
Isocitrato
Oxaloacetato glioxila:o

Glioxilato

Alanina, Valina, Acetil-CoA
glicina
Malato f

U Acetato
Sintesis de pro:e{nas Piruvato‘—l

Figura No. 11. Esquema del flujo de carbono, que presentan la mayor{a de las Bacterias
del Nitrégeno cuando utui_zun el acetato como fuente de carbono.



A.3.a.2)

73.

14

En Nitrosomonas se estimd que la fijacidn del C por la carboxidis-

mutasa fue del 70% y el 30%Z por la fosfoenolpiruvato carboxilasa.

Aspectos bio

uimicos del Ciclo Krebs en las bacterias del nitrd
geno. Se ha encontrado que en los microorganismos que tienen funcio-
nando el mecanismo de asimilacidn de carbono por Ciclo de Calvin, el
nivel de enzimas del Ciclo de Krebs, es muy bajo en comparacidn con
el nivel presentado en la asimilacidn de compuestos orgfnicos. Debi-
do a esto, se ha propuesto, que el papel principal para el Ciclo

Krebs es anabdlico por la falta de la enzima'alfa-cetoglutarato des

hidrogenasa y la baja actividad de las enzimas involucradas.
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B) ViIas de Utilizacidén de los Diferentes Compuestos de Carbono.

B.1l) Compuestos Superiores de un Atomo de Carbono.

Los compuestos carbonrados pueden servir como fuente de carbono
y/o energlia para los microorganismos, esto depende de las caracterIsticas

enzimdticas que posee cada gé€nero o especle de bacteria.

En esta seccidn se rewisardn las principales vias por las que son
asimilados los compuestos de carbono, pero es importante hacer notar, que
se hard énfasis en aquéllas vias involucradas en la asimilacidn de com -
puestos con un dtomo de carbono, y s8lo se mencionardn las que se refieren

a compuestos superiores.

te de carbono, hidrdgemo, oxfgeno y energfa. En la actualidad se
conocen varios sistemas metabdlicos para lievar a cabo su oxida -
cidn, entre ellos: las wfas de Embden—-Meyerhof-Parnas (EMP), Hexo-
sa monofosfato y Etner-Duoforoff (ED). Estas viIas se encuentran
principalmente en las bacterias organcheterdtrofas. Entre los car-
bohidratos mis comiinmente utilizados estln: glucosa, fructosa, ri-
bosa, galactosa, lactosa, etc., pero esto no quiere decir que sean
los iinicos.

La glucosa entra directamente a las vias de asimilacidn; los demds
carbohidratos requieren de reacclones previas. E1l metabolismo de
carbohidratos es muy variado y no forma un conjunto dnico, sino
que se relaciona a través de productos intermedios comunes con

otras reacciones o vias wiosinté&ticas.

B.1l.b) Acidos orgdnicos. Los dcidos orgidnicos que provienen del Ciclo de

Krebs como el citrato, malato y succinato se encuentran en la natu
raleza en plantas y microorganismos, por lo que no es sorprendente
que muchos microorganismos sean capaces de utilizarlos como fuente

de carbono y energfa.

B.1l.c) Hidrocarburos. Hay una gran variedad de microorganismos que pueden
asimilar estos compuestos. Anteriormente, no se les habfa dado mu-
cha importancia, pero en la actualidad estén recibiendo gran aten-

cidn por lo que son objeto de diversos estudios.
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B.2) Compuestos de un Atomo de Carbono.
Estos pueden ser de naturaleza orginica o inorginica, como es el caso
del 002.

B.2.a) Asimilacidn de CO

2° Antiguamente se consideraba la asimilacidn del
exclusiva de los microorganismos quimilitdtrofos, pero en la

CO2
actualidad se ha encontrado que se lleva a cabo en los microorga -
nismos quimioorganoheterdtrofos, aunque el papel que desempefian en

cada clase es diferente.

B.2.a.1)Asimilacidn heterotrdfica de €0,. La asimilacidn del co, en las

bacterias heterdtrofas fue propu:sta inicialmente por Wood y Werk-
man en 1935. Esto surgid de la observacidn realizada durante la
fermentacidn de glicerol por bacterias del género Propionibacte-—
rium. Ellos notaronm una disminucidn del CO2 contenido inicialmente
en el medio en forma de carbonato, y un aumento en los productos
de fermentacidn del glicerol. A pesar de contar con bases experi-
mentales firmes, ésta proposicién no fue aceptada y se siguld mane
jando la asimilacidn de C02, como caracteristica de bacterias qui-
militStrofas (73).

Posteriormente, con el empleo de la técnica de isdtopos radiocacti-
vos (Clé) en Bioquimica, se comprobd que la mayorfa de los micro-
organismos asimilan cierta cantidad de CO2 mediante las reacciones
llamadas anaplerdticas, que tienen la funcién de ayudar a la pro-
duccidn de intermediarios importantes del Ciclo Krebs. Dichas

reacclones se pueden resumir en:

1.- Formacidn de dcidos tricarboxIlicos

COCH COOH
(CH,)
272 Cil,
=0 + lhcoz — Deshidrogenasa CH—I“COOH
Isocitrica

COoH C=0

- cetoglutarato Oxalosuccinato
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2.- Formacidn de dcidos dicarboxilicos meddarnte una (Beta) - oxida
cidn.
CHS;C-COOH‘ . lhcdz' Piruvato — 14ch0n
" Carboxilasa - L Cii,-C-COOH
o ; ; : . o
Ac. pirﬁvi:co . : Oxaloacetato
3.~ Formacidn de piruvaté por (Beta) - carboxilacidn.
-C- h 14 ‘Complejo 4. -c-14
CHt;~C-5CoA + H, + “*co, plej > CH,~C~""COOH
Purivato
(o] ) deshidrogenasa o
Acetil~CoA Ac. pirdvico

4.— Reaccidn hidroclastica o fosforoclastica, caracteristicas de E,

coli y Aerobacter aerogenes.

14 14
—_— - — -C-
CO2 + H2 H™'COOH + CH3 COOH _- CH3 C-COOH + HZO

En el reporte de Quayle (89), se menciona que dos investigada-

res (Baker y Kamen), se encontraron que Clostridium thermoaceticum,

es capaz de sintetizar acetato siguiendo el tipo de fermentacidn que

a continuacidn se detalla:

5.~

+
2 CH,-COOH + 8H + CO
—_—
CeH 50, + 21,0 3 2

aut + 2%, o 4cn,-14coon

B.2.a.2.) Asimilacidn autotrdfica de CO,. Como se menciond en la seccidn

de microorganismos fotosinté&ticos, la asimilacidén del CO2 es median
te el Ciclo de Calvin, Ciclo reductor del Citrato y dcidos dicarbo-—
xilicos-ch. De estas tres vias la mids comiin es el Ciclo de Calvin,
por lo que llegd a ser considerada como {inica para cumplir con es-—

ta funcidn en los microorganismos aut&Strofos.

B.2.a.2.1) Ciclo de Calvin, El principal sistema de fijacidn para el

002 en microorganismos autdtrofos fue esclarecido durante los estu

dios que realizaron Melvin Calvin y sus colaboradores, en la Uni-
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versidad de California, Berkley, por lo que en reconocimiento a su
labor, se le did el nombre de Ciclo Calvin.

Calvin y colaboradores estudiaron el mecanismo de fijacidn del CO2
Chlorella pyrenocidesa y Scenedes
Los métodos experi

utilizando dos algas unicelulares:

mus obligus, como organismes de experimentacidn.
mentados fueron: afiadir 002 marcado, en forma de bicarbonato a una

suspension de algas iluminadas. Despues de unos segundos o minutos,
segiin el experimento, lisaron los organismos mediante una rdpida in
mersidn en etanol. A continuacidn prepararon extractos de las algas
en donde se determinaron los intermediarios del ciclo, merced a una
combinacidn de cromatograffa en papel y.autorradiografia. Cuando se
conocleron las principales etapas del sistema, se diselid el esquema
general de la fig. 12. Demostraron la capacidad de los extractos 1i
bres de células de llevar a cabo todo el ciclo al purificar mis tar
de la enzima responsable de cada una de las reacciones involucra-
das.

El Ciclo Calvin difiere fundamentalmente de otros mecanismos de fi-
jacidn para el C02, en que puede tener como resultado la sintesis
Dos de las enzimas 1mplicadas

N

completa de hexosas a partir de C02.

en este ciclo son idGnicas, en el sentido de que no se han encontrado

en otros sistemas; se trata de la fosforribulocinasa, que fosforila
la ribulosa-5-fosfato con ATP, para dar la ribulosa-1,5, difosfato,
y la ribulosa difosfato carboxilasa, que cataliza la reaccidn entre
la ribulosa-5-difosfato y el 002, para dar dos moléculas de 3-fosfo
glicerato. Las enzimas restantes del Ciclo Calvin se encuentran en
muchos microorganismos, si no en todos ellos, donde se catalizan
las reacciones del sistema Hexosa mcnofosfato.

Aunque en este ciclo se produce una mol&cula de hexosa a partir de
seis moléculas de COZ, es importante hacer constar que, varios de
los intermediarios del ciclo pueden ser segregados de &€l y ser uti-
lizados en la sintesis de constituyentes celulares. Los puntos prin
cipales de desviacidn son: 3-fosfogliceraldehido {que puede condu-
cir a la sIntesis de piruvato por el sistema EMP), la eritrosa-4-
fosfato (conducente a la sIntesis de aminoicidos aromiticos), la
ribosa-5-fosfato (utilizada en la sintesis de nucledtidos) y la he

xosa monofostato, fig. 12. Las cantidades que se encuentran en el
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(6) RuDP_Sa___ o 12 (PGA) > —_— 3 12(GA 3-P) me—ee——e Piruvato
ADP ‘
ATP .
i 1 . DHAP
(2) Ru 5-P (2) Ru 5-P /
G(Fl1,6,-di-P)

(2) Xu5-P (2) Xu5-P \
(2) R5-P Pi
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Figura No. 12 Mecanismos de fijacién de CO, en sutétrofos o Ciclo Calvin (76). Abreviaciones de los intermediarios: APG, Aclido fofoglicérico
GA3-P, Glicernldehida-!-fosf%to; DHAP, Dihidroxiacetona fosfato; F6P, Fructosa-6-fosfato; G6P, Glucosa-6-fosfato; E4P, Eri-
trosa-6-fosfato; XuSP, Xilulosa-5-fosfato; S7P, Seudoheptilosa-7-fosfato; RSP, Ribosa-5-fosfato; RuDP, Ribulosa 1,5, difosfato.

8L
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ciclo no deben sobrepasar las cantidades necesarias para mantener la

secuencia del mismo.

Reacciones enzimAticas del Ciclo de Calvin. E1 primer paso en la re

duceidn del COZ' es la reaccidn catalizada por la enzima carboxidis-
mutasa (ribulosa~l,5-difosfato carboxilasa), que comprende la inter-~
accidn dgl COzcon la ribulosa-1,5, difosfato, que como ya se dijo,
conduce a la sintesis de dos molé&culas de Ac.3~fosfoglicerico (APG),
una de las células tiene el dtomo de carbono proveniente del CO,.

El APG constituye el primer intermediario estable del proceso reduc

tor del COZ’ el dtomo de carbono CO2 estd en el mismo nivel de oxi~

dacidn en el APG; las dos etapas siguientes comprenden la reduccidn
del APG al nivel de oxidacidn de los glucdsidos. En esta fase se re
qulere tanto de ATP como de NADHZ; el primero interviene en la reac
cién que activa al grupo carboxilo y el segundoen la reduccidn mis-
ma. El &tomo de carbono proveniente del COZ’ akrora se encuentra al

nivel de reduccidn deseado. Posteriormente, la ribulosa 1,5-difosfa

to utilizada se genera. Las restantes reacclones del ciclo se dedi-

can a llevar a cabo dicha regeneracién.

Regulacidn del Ciclo de Calvin en las Bacterias. E1 control de la

actividad enzimitica se lleva a cabo por:

.- AMP. En 1963 Johnson y Peck (78), descubiercmz la inhibicidn de

la fijacidn del CO2 en la ribosa,l,5,-difosfato por el AMP usando

extractos de T. thioparus. Propusieron entonces, que tal forma te-
nfa un mecanismo dependiente de ATP. La inhibicidn de la fijacidn

fue subsecuentemente observada en extractos libres de cé&lulas, pro-

cedentes de H. fecalis y T. novellus. En contraste con la observa-

cidn anterior, descubrid que la enzima purificada ribuloesa,l,S5~di-

fosfato carboxilasa era parcialmente inhibida por el ATPa una con-—
centracidn de 3.5, mM. Esto hizo suponer que la regulacidn de é&sta

enzima en el Ciclo Calvin, responde a una regulaciSn muy seunsible.

2.~ NADH, El NADH (78), es el agente reductor utilizado por esta
clase de bacterias para la fijacidn de CO,. MacFaddem y Tu en 1965
y 1967, respectivamente, reallzaron experimentos con la finalidad

de comprobar la inhibicidn de las enzimas responsables de la reduc
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cidén del 002 por el AMP. Esto fue probado para la RuPD carboxilas,
pero no asi para la fosfaribulosa-cinasa (PRC). Mac Eroy, en 1969,
aportd un importante hallazgo relacionado con esta discrepancia que
fue: "E1 NADH, es un efector alostérico positivo de la fosforibulo-
sa-cinasa. Esto, ciertamente contribuye a la aceleracidn del f£flujo

de carbono en el ciclo, aunque tiende a bajar la concentracidn del

reductor.

3.- Otros metabolitos. Se ha encontrado que no sélo los compuestos
mencionados anteriormente tienen efecto sobre las actividades enzi-'
miticas del Ciclo Calvin, sino que de una manera relativa, se ha en
contrado que son afectadas, dichas actividades, por metabolitos co-
mo fosfoenol piruvato y fosfogluconato (intermediarios importantes .
en el metabolismo heterotrdfico de las bacterias del hidrdgeno y

azufre), cuando sobrepasan la cantidad de 3.5 mM (78).

B.2.a.2.2) Ciclo reductor del citrato, Este ciclo tambien se conoce como

ciclo reductivo de los dcidos tricarboxilicos o

Reserva del ATC,
Sistema de Acetil-CoA. Entre las bacterias litotrdficas fotosinté&ti
cas, se encontrd (95) que el acetato era el primer compuesto con ma

yor rendimiento, después de la fijacidn de C02. Tales bacterias fue

ron Chlorobium limicola y otras del mismo género. Investigaciones

posteriores condujeron al descubrimiento de las enzimas responsa-

bles de este funclonamiento invertido.

a) Aceril-CoA + COZ + Ferredoxina ———————»Piruvato + CoA + Ferro-

red. ox. . doxina
b) Succinil~CoA + C02 + Ferredoxina —————® cetoglutarato + CoA +
red. ferredoxina
oxd.

Estos descubrimientos llevaron posteriormente a la formulacidn de
un nuevo ciclo para la fijacidn de COZ’ que se denomind principal-
mente de la Acetil-CoA. Este ciclo tiene invertidas algunas reaccio
nes del Ciclo de Krebs y di como resultado la sintesis de una molé-

cula de oxalocetato a partir de cuatro moléculas de CO2 y la regeng

racidn del primer aceptor del COZ: la Acetil-CoA. Tal sistema es en

contrado como una via auxiliar a la descrita por Calvin, ya que no

existen o no se han encontrado microorganismos que se demuestren a
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a esta via como iinica para la asimilacidn del €o,, fig. 13.

B.2.a.2.3.) Via de los dcidos dicarboxilicos—CA. En este caso el CO2 es

fijado por las enzimas fosfoenol carboxilasa y piruvato carboxila-

sa con lo cual se tiene la sintesis del oxaloacetato, el malato es

sintetizado por la enzima milica fijando el COZ' La ruta es la rege

neracidn del 3-fosfoglicerato, para posteriormente seguir al Ciclo

de Calvin. Los dcidos dicarboxilicos—c4 son regenerados por el fun-

cionamiento del Ciclo de Glioxilato o bien por el Ciclo de Krebs,

cuando é€ste se encuentra presente. Fig. la.

B.2.b.) Utilizacidn_de compuestos monocarbonados orgidnicos. Muchas espe-

cies de bacterias son capaces de crecer en compuesto de un Ztomo de
carbono diferentes al COZ' Estos compuesos son usados generalmente
como fuente de carbono y energfa, pero, se ha pensado que se podria
acoplar la energia de oxidacidn de estos substratos a la reduccidn
de COZ' Al respecto no hay nada realizado y sdlo queda como un co-
mentario del reporte realizado poxr Zhao y Hanson (147).

Es ahora claro que existen dos mecanismos distintos por los cuales
se pueden asimilar el carbono de compuestos orginicos monocarbona-
dos. Las dos vias son: 1.~ Vfa Serina y 2.- Via de la Alulosa, las
cuales son encontrédas en todos los microorganismos que crecen con
substratos como: metano, metanc, formaldehido, metilamina o ac.
férmico. lLa via de la Alusosa, hasta la fecha, ha sido descrita sg
1o en bacterias del metano obligadas, independientemente de si han
estado creciendo o no en metano o metanol.

Parece ser que la via de la Serina, que ocurre en todos los micro-
organismos que utilizan compuestos organicos monocarbonados, inclu
yendo a las bacterias metano-oxidante, por ejemplo M. methanooxi-
dans y en aquéllos que crecen con formato, excepto P. oxalaticus.
El niimero de especies que hasta ahora han sido estudiadas es muy
limitado, y lo poco que se ha realizado se debe a Quayle y colabo-
radores (88,89), quien determind: (a) 1la cinética inicial en la in

corporacidn del carbono radioactivo a los compuestos estables no

volatiles alcohol soluble, (b) la distribucidn de isGtopos de car

bano en los metabolitos aislados, y (c) ciertas actividades enzimi-
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[ Oxaloacetato ]
Citrato \
Cis-aconitrato
{Acetato]
ATP
CoA-SH . Isocitrato
co,
NADPH2
Acetil-CoA T FEIRET Cetoglutarato
S CoA-SH -wif
—l}— Ferredoxina reducida . —_)
T - co,
g - CoA=SH
' Succinil-CoA
Piruvato
. ATP
ATP CoA-SH
ADP ’ K
Succinato
FAD
FADH,
Fosfoenolpiruvato Fumarato
Pi -
NADH Malato

c 2
5 y
Oxaloacetato

Figura No. 13 Sistema Acetil-CoA o Reversa del Ciclo de los Acidos Iricarboxilicos, son
algunos de los nombres que reclbe. En 1as bacterilas fotosintéticas se puede
invertir las descarboxilaciones del piruvato y del alfa-cetoglutarato, gue
en el ATC son irreversibles, esto se debe a que contienen un reductor mas
negativo que los pares redoXx correspondientes a las reacciones mencionadas,
tal agente es la Ferredoxina reducida.
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‘ticas clave, predichas en base a los experimentos con isdtopos.

B.2.b.1) vIa de la Serina. Los compuestos orgdnicos monocarbonados, tales

como el metanol, formaldehido, formato y metilaminas, son rapida-
mente incorporados en la serina y melato durante el crecimiento de

Pseudomonas—AMl, Pseudomonas MS, Pseudomonas PRL-W5, Hyphomicro-—-

bium vulgare, M. methanooxidans y diplococos. En la actualidad

hay una cantidad considerable de evidencias que indican que la hi-
droximetilacidn de la glicina, para conservarla en serimna, es un me
canismo importante para la asimilacifn de estos compuestos. La via
de la Serina, Fig. 15, se encuentra en este tipo de microorganismos
asi como la Via de Calvin entre los fijadores de 002.
La distribucidn del carbono marcado, administrado en los substra-
tos monocarbonados, en los metabolitos intermediarios sugileren dos
reacciones asimilatorias iniciales: una es la hidroximetilacidn de
la glicina para producir serina y la carboxilacién de un fragmento
de tres carbonos, provenientes de la serina. Los resultado de los
estudios enzimidticos indican que hay dos posibles secuencias de
reacciones para la sIntesis de constituyentes celulares. Ellos sdlo
difieren en la manera por la cual el aceptor para los fragmentos re
ducidos de 1C, dd origen a la glicina.

En la parte (a) del esquema se muestra la sintesis "de movo" de 1la
glicina a partir de 1C yCOz. En la parte (b) la glicina es regene-—
rada, como una secuencia de reacciones ciclicas en las cuales se
tiene la escisidn de una molécula de cuatro Atomos de carbono, pro
duciendo dos de 2C, que son utilizadas para la siIntesis de consti-
tuyentes celulares y glicina. AGn con los estudios realizados y la
identificacidn del precursor de la glicina, el mecanismo de sinte-

sis no es conocido a ciencia cierta.

En la figura 16 se muestran cuales son las enzimas catalizadoras
de la via de la Serina y su relacién con otras reacciones biosinté
ticas. Ahf se indican los pasos inclufdos en la formacidn de la se
rina y el oxaloacetato, partiendo del formato. Cuando un compuesto
mds reducido que el formato, estd como substrato para el crecimien

to,entonces el formaldehido formado de ellos se puede convertir di
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Figura No. 15 V{a Sintesis de glicina partiendo de compuestos reducidos de 1C. La glicina
asi sintetizada incterviene en la Vfa de la Serina.
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rectamente en Ns’lo-metilen tetrahidrofolato, formando la parte ac-—

tiva que serd usada en la siIntesis de serina.

Compuestos . ___ .  HCOOH

PU——. CO2
reducidos 1C g .
. Oxaloacetato
AEP . fosfoenol piruvato
THF-formilasa THF carboxilasa -
ADP ) :
+
Pi
PEP o

N2%- formi1-THF

—>

metilentetrahidrofolato enolasa, mutasa
ciclo hidroxilasa

—

N°»100et11-THF

NADPH2 .
glicerato cinasa

ADP
ATP
NAD hidroxipiruvato
N°*30-nec11-THF reductosa
Nl‘.DH2

hidroxipiruvato

NADP,

Urea

‘\
N“3 aminodcidos
/ . cetodcidos

Aminoécidos Serina

Serina hidroximetil transferasa

glicina

Figura 16 Pasos de la Vfa de la Serina partiendo del formato.
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B.2.b.2) Ciclo de Quavle para ﬁgrfijaciGn de formaldehido. Esta via tam

bien es conocida con el nombre de Via de la Alulosa o Ciclo de Quay
le para la fijacidn de formaldehido, ffg. 17. Es un sistema de fija
cidén enteramente diferente a los encontrados en otros microorganis-—
mos que fijan compuestos orgdnicos reducidos monocarbonados. Aqui,
en vez de que la serina y el malato sean los productos iniciales

de incorporacidn, se encontrd que algunos compuestos fosforilados
estaban desempefiando tal papel. La identificacidn de estos compues—
tos mostrd como intermediarios predominantes esqueletos de glucosa

y frutosa.

En la via de la Alulosa se condensa el formaldehido con la ribo -
sa-5~fosfato (condensacidén aciloinica) para dar un carbohidraro de
seis carbonos, la alulosa, la que posteriormente es convertida en
fructosa~6-fostato. Los siguientes pasos estdn encaminados hacila
la produccidn de triosas (gliceraldehido~3-fosfato y dihidroxiace-
tona fosfato), mismas que son ocupadas para la sintesis de consti-
tuyentes celulares y regeneracidn de la ribosa-5-fosfato, inicial-
mente utilizada.

El éiclo o Via de la Alulosa tiene cilerto parecido con el Ciclo de
Calvin, la principal diferencia entre ambos estd en que, en la fi-
jacidn del formaldehido se evita el paso reductor (conversidn del
fosfogliccrato en gliceraldehido) donde el carbono del CO2 pasa a
nivel de formaldehido.

Las bacterias que oxidan el metano utilizan los sistemas de la Alu
losa o de la Serina, pero no ambos a la vez. El que posean uno y/u
otro, no carece de interés porque se propone que esta diferencia

estd relacionada con circunstancias evolutivas (92).
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Figura 17 Esquema de la via de la Alulosa para la fijacién de formaldehido. El sistema muestra
1a fljacién de tres moléculas de formaldehido para dar una molécula de triosa fosfato.
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BIOQUIMICA DE LA RESPIRACION EN MICROORGANISMOS QUIMIOLITOTROFOS.

A) Antecedentes Hist8ricos.

Hay dos clases de procesos productores de energia en los microorganis-
mos quimiotrdfos, a saber; la respiracidn, que puede ser aerobia o anaero-
bla y la fermentacidn. Tabla No. l1.

La respiracidn se caracteriza por ser llevada a cabo por un grupo de
compuestos especializados llamados transportadores electrdnicos y que en
conjunto forman "La Cadena Respiratoria". Los compuestos que forman la ca-
dena respiratoria en organismos procariotes y eucarliotes son diferentes,
lo que tienen en comiin son sus funciones objetivo, entre las que podemos
contar: 1.~ Aceptar los electrones del donador y transferirlos al acep-
tor; 2.~ Conservar parte de la energfa liberada durante la transferencia
electrdnica, mediante la sIntesis de ATP (fosforilacién oxidativa), figura
18. Hay una tercera funcidn caracterIstica particular de los microorganis-
mos qumiolitdtrofos que es la produccidn del poder reductor en forma de
NADH. Esta dltima funcidn no la encontramos en las bacterias del hidrégeno,
porque ellas producen el NADH por una reaccidn directa con el hidrdgeno, de-—
bido a los potenciales de reducciédn.

El poder reductor que se forme en la c&lula, depende del estado de oxi-
dacidn del substrato que va a. ser asimilado. Esto es, si el compuesto esta
maAs oxidado que el material celular, su asimilacidn requiere una conside-
rable cantidad de piridip dinucleotidos reducidos, que en los microorga-
nismos organotrdfos se prodﬁce principalmente por el Ciclo de los Acidos
Tricarboxflicos y en los quimiolitdtrofos por un mecanismos llamado "Rever—
sa del Flujo Electrdnico en la Cadena Respiratoria" figura 19.

Los tramnsportadores que participan en el flujo electrdnico poseen valo-
res graduales decreclentes de E; s comprendidos entre el inicial del sis~
tema redox del substrato reductor, cuyo valor Eé por lo general es ne-
gativo y el valor final es positivo.

En la Tabla No. 12 puede observarse la posicidén en la escala de valo-
res Eé de algunos de los transportadores electrdnicos de la cadena res-
piratoria, asf como los substratos inorg@nicos usados como aceptores y do-

nadores de electrones, por los diferentes microorganismos.
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Grupos de bacterias

Género/Especie

Caracter{sticas

Desulfovibrio desulfuricans
Desulfovibrio gigas
Desulfovibrio africanus

Quimioorganotrofas AnaerSbios .
facultativos y quimiolitotréfo facultativo.

Sulfato-reductoras Thiobacillus denitrificans
Desulfotomaculum nigrificans
orientis
Respiracién thermodesul-
furicans
Anaerobia Thiobacillus denitrificans Quimiolitétrofos
Nitrato-reductoras Micrococcus denitrificans Quimioorganotrdfo Aerobios facultativos
Pseudomonas aurcoginosa Quimiocorganotréfo
o
Metanogénicas Quimioorganotréfas
Anaxobiotica Anaerobios- estrictos
Bacterias del Hidrdgeno Hydrogenomonas Quimiolitdtrofo facultativo, aerobio estricto
Respiracidn Bacterias del Azufre Thiobacillus QuimiolitStrofo facultativo, aerobios estric-
tos excepto Thiobacillus denitrificans.
Aerobia
Bacterias del Nitrégeno Nitrosomonas Quimiolitétrofas, aerobios estrictos.
. Nitrobacter
QUIMIOORGANOHETEROTROFAS Aerobios facultatives

Tabla No. 11,

Tipos de Resiracién en los Grupos Principales de Microorganismos Quimiolitdtrofos.
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Figura 19. Esquema generalizado de la reversa del Transporte de Electrones, para los com~
puestos de azufre y nitrdgeno. ( 85)
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SUBSTRAIO POTENCIALES £
H,0/ % 0, ,’+ 0.80
Fe?*/ pett +.0.77

-+ 0.50

citocromo b (red.)/ citocromp‘b,i(qxdl

NO, / KO3

citocromo ¢ (red) / Ci:oétowo 9?(0 d,

s° 7 s
5,087/ 5,0,
flavaprotefna (red.) / flavépré?f;pgk(ofd
NAD(P)H,/  NADCPY®

-cetoglutarato deshidrogenasa

ferredoxina (red.) / ferredoxina (oxd.)

+
HZ/ 2H

Tabla de potenciales estandar para los diferentes substratos inorgi-

Tabla No.12
nicos y para algunos de los P es de la di respiratoria.

Uno de los aspectos que considero mis relevante de la fisiologia de
los quimiolitStrofos es su mecanismo de produccidn de energfa a través
de 1a “reversa de la cadena respiratoria". Ya que este mecanismo es ti-
pico de los quimiolitdtrofos, me parece conveniente revisar algunas ca-
racterfsticas generales de la cadena respiratoria, asf como los antece-

dentes que contribuyeron al entendimiento de la produccifn de energla

en los microorganismos quimiolitdtrofos.
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A.1) Componentes de la cadena respiratoria. Sobre el tema puedo decir,

que es uno de los de mayor controversia, sobre todo por lo que respecta
a los sistemas bacterianos, debildo a la gran diversidad que presentan
(40). En las cadenas respiratorias hasta ahora estudiadas, se ha obser-
vado que estan constituidas por tres tipos de moléculas; los dos prime-
ras estan formadas por enzimas que llevan unidos grupos prostéticos, ca—
paces de sufrir oxidacidn, tales moléculas son la flavoproteinas y los
cltocromos que de estos ultimos existen diferentes tipos (a,b,c, u o).
El tercer tipo de molécula esta formada por las quinonas que son trans-—

portadores no prot&icos, de peso molecular relativamente pequefio.

El NAD (Nicotin Adenin Dinucleotidc), es un compuesto de gran impor-
tancia en la cadena respiratoria. Esta molécula junto con el NADP, son
clasificados como coenzimas para un gran niimero de deshidrogenasas, con
la Gnica funcidn de actuar como agentes de transportacién de dtomos de
hidrdgeno en las reacciones de oxido-reduccidn. La oxidacidn de estos
compuestos produce un rendimiento neto de 53 calorfas, ademds su desti-
no metabSlico, érincipalmente el NADH, es ser reoxidados como primera
etapa en la serle de reacciones de la cadena respiratoria. Aunque el
NADPH, también puede'ser reoxidado por el mismo proceso, su principal
funcidn es servir como donador de hidrbgenos en algunas reacciones bio-
sintéticas.

La secuencia en que estos compuestos actuan, se pueden ejemplificar

como se muestra en la figura 20.

compuestos reducidos

de nitrédgeno y azufre
1 Citocromo z,u

,_%xidasa__—_._.. 0,

Substrate ______' L P . Flav. Prot. _.___‘_.’Cimcror'

l_g ; -
pTPe: » NO2
— 50,
_’CO2
Succinato

Figura No. 20 Esguema del flujo electrdnico proveniente de los Nicot{n Dinucleotidos,

NADPH

en la cadena respiratoria.
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Los citocromos de tipo "a", tienen la funcidn de pasar los electro-
nes al oxIgeno, nitrato, sulfato, bioxIdo de carbono segiin sea el caso.
La clase de citocromos que se pueden encontrar en una cadena respirato-
ria, no siempre es la misma. Los citocromos de tipo " b y ¢", son los
intermediarios entre las flavoprotefnas y los citocromos a. De este mo-
do llevan a cabo la oxidorreduccidn alternante, durante la oxidacidn de
los substratos y tal oxidacidn tiene cémo resultado la produccidn de ATP.
Un punto importante, que se debe hacer notar, es que no todos los citocro-
mos aislados tienen relacidn con la cadena respiratoria, sino que se. pue-
den encontrar algunos que son independientes al transporte electrdnico
de la cadena respiratoria.

Por otro lado, se ha visto, que no todos los citocromos estan presentes
en todas las bacterias, por ejemplo: en Nitrobacter, el citocromoc b, no
se ha podido demostrar claramente, se cree que la cantidad es tan peque-

fila que queda enmascarada por la concentracién del citocromo c.

En las bacterias quimiolitétrofas, las caracterIsticas de los compo-
nentes de la cadena respiratoria, su secuencia y acoplamiento para la
produccidn de energfa (ATP), han sido objeto de estudio en los dltimos

20 afios.

A continuacién haré una semblanza histdrica de los estudios gque al
respecto se han realizados.

El primer estudio, en el cual se verificd la utilizacidén de compues-—
tos inorginicos como fuente de energla, fue realizado por Winogradsky en
1888-1890, utilizando a las bacterias del nitrdgeno. A partir de este
reporte se han hecho un gran niimero de estudios, con la finalidad de deter-
minar 1la secuencia de los componentes. La primera teorfa fue realizada
por Meyerhof en 1916-1917 y la introdujo como "Teoria de la Respiracién
en QuimiolitStrofos”. Esto fue resultado de algunos experimentos, donde
se utilizd una especie de Nitrobacter. Se considerd este proceso simi-
lar a las otras respiraciones celulares, consistiendo de una serie de
transportadores de electrones, operando desde el nitrito hasta el oxI-
geno. Esta teorfa fue favorecida por los resultados y observaciones sub-
secuentes, que fuerdn: el descubrimiento de los citocromos en las bacte—
rias, (esto lo realizd Lessy Simpson en 1957, Aleem y Alexander en 1958
y Aleem y Nason en 1959). De aqul se concluyd que efectivamente la siInte-

sis de ATP estaba acoplada con la oxidacidn de compuestos inorginicos,
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esto Gltimo fue publicado poe Aleem y Nason en 1960 (2).

En 1962 se reportardn resultados que no coincidieron con lo supuesto

por Aleem y Nason. Esto resultados fuerdn: " Nitrobacter winogradsky,

requiere energia en forma de ATP para la oxidacién de nitrito, por lo que
una via simple y directa en el transporte electrdnico desde el nitrito

al oxIgeno, parece no ser posible'. Esta publicacidn dio origen a algunos
trabajos efectuados en 1963, donde pudierdn determinar de una manera apro-
ximada los sitios o reacciones que deberfan consumir energia, como lo
afirmaban los reportes de 1962. Estos autores concluyen lo siguiente: 'Los
substratos utilizados como fuente de energfa por las bacterias llamadas
autdtrofas (excepto las bacterias del hidrdgeno), tienen valores de po-
tencial redox mi3s positivos que el par NADY/ NADH por lo que una reduccidn
directa o espdntanea, termodindmicamente no es posible. Ademds el nitri-
to requiere oxIgeno para su oxidacidn" '

De esto, Kiewson sugirid, que el consumo de oxIgeno se realiza paralela-
mente a la oxidacidn de los compuestos inorginicos, suministrando asi la
energia necesaria para llevar a cabo los procesos celulares. Este punto
fue discutido y aclarado por Aleem y colaboradores en 1963 (2), quiene
examinardn en espectroscopio los extractos libres de c&lulas de Nitrobac-—
ter el cual habia crecido en condiciones aerobias. Los resultados obte-
nidos de aquil fueron: "™ La reduccidn de NADY por los citocromos c, en
presencia de un donador de electrones como el nitrito, tuvo lugar solo
cuando el ATP esta presente en le medio". Posteriormente, en 1964 se
demostrd directamente en Nitrobacter la reduccidn del NAD' adicionando ni-
trito y controlando la reaccién con un desacoplante de la fosforilacién

oxidativa. Este experimento lo realizd posteriormente en Nitrosomonas euro—

pea y Tﬁiobacillus novellus , obteniendo los mismos resultados.

En este mismo afioc Kiewson obtuvo una serie de resultados que marca-
ronr un avance lmportante en esta clase de estudios, debilido a que no se
habfan presentado. El encontrd que Nitrobacter era capaz de reducir nitrato
a nitrito; en sistemas libres de c&lulas la redueccidén se pudo obtener adi-
cionando NADH al medio (no sucedid lo mismo con el NADP) como reductor.

Con esta caracter¥stica se demostrd la participacidn de los citocromos
que se habfan descrito por Lees y Simpson en 1957, para la respiracidn
aerobia del nitrito; también identificd una flavoproteIna, que posterior-

mente la purificd Straat y Nason en 1965. El sistema de reduccién del
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nitrato, se localizd en las particulas obtenidas de las dobles membra-
nas celulares, donde el supuso se lleva a cabo la oxidacién del nitrato,

esto fue corroborado con las obsevaciones, de que la reduccidn del nitrato

consiste de una reversidn completa o parcial de la oxidacidn del nitrito.

Tal reduccidn, se reportd también, esta influencilada por iones magnesio,

fosfato inorgdnico y ADP, ademds hay una pequeila cantidad de ATP produ~
cida. Esto dltimo fue de gran interés, por lo cual, en ese mismo afio se
desarrollo otro experimento usando un inhibidor de la cadena respiratori&
(2,4-~dinitrofenol). Como resultado se obtuvo la misma cantidad de ATP

producida anteriormente,lo cual probd que esta sintesis de ATP no esta

ligada a la cadena respiratoria en la respiracidn anaerobia.

Como es de esperar, los clentiffcos que participaron de alguna manera en
el desarrollo de estos trabajos y que estuvierdn de acuerdo con la conclu-
sidn de que: "La oxiadcidn del nitrito es una reaccidn que consume energia,
ademds que el NADH no puede ser reducido directamente por la oxidacidn de

los substratos inorginicos;:. y que la reduccidn de nitrato es una reac-—

cidn generadora de ATP (solo para Nitrobacter)", hiz8 que les surgilera
la pregunta ¢ Cdal o cuales vias utilizan los microorganismos autdtrofos

para producir el ATP ?,

Quien hizd el trabajo mis completo fue Kiewson en 1964, siguiendo la

secuencia de sus iInvestigaciones . Aqui demostrd que pequefias cantidades
de NADH, en presencia de oxigeno, no permitfan la oxidacidn del nitrito,
pero sl el ATP estaba en suficiente cantidad ios efectos del NADH que~
daban inhibidos. Esto 1llevd a concluir: " EL NADH controla la oxidacidn
del nitrito, pero este a su vez es controlado por la concentracidn de
ATP en la c&lula”. Con estos resultados Kiewson infiris la existencia de
dos vias, una que permite la oxidacién del NADH por el oxIgeno y otra
mediante una reaccién acoplada a la oxidacidn del nitrito con consumo

de ATP. Adem3s de estas observaciones, reportd que la oxiadcidn enzi-
mAtica del NADH y la produccidn de ATP, se lleva a cabo por los mismos
citocromos que intervienen en la oxidacidn aerobia del nitrito y la re-
duccidn del nitrato. Estos citocromos son los reportados por Lees y Sim-
pson como del tipo c y con una banda de absorcidn de 552 y 590 nm.

Ambos citocromos toman parte en los siguientes pasos:
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NOZ g Cltocromo 590 g Cltocromo 552

o Ccltocromo oxidasa - Oxigeno

El citocromo con banda de absorcidn de 590nm. es el primer sitio de in~
teraccidn entre el substrato inorgdnico y los acarreadores de electrones
en la cadena respiratoria, segiin Kiesow. Ademis este flujo puede proce—
der hacia el oxIgeno via citocromo oxidasa y producir ATP o bien hacia
l1a oxidacin de un substrato endégeno ¢ el NADH. Cuando el oxIgeno es el

aceptor final de electrones, el sistema es sensible al KCN y CO,.

Con las observaciones precedentes se llegd a una nueva concepcidn de
la generacidn de energia, mecanismos muy particular de las bacterias
quimiolitdtrofas, que como mencioné anteriormente se llama "Reversa
del Transporte Electrdnico en la Cadena Respiratoria®”. Este mecanismo
consiste badsicamente, en el consumo de energia para la produccidn de
NADH a partir de NADY, que es llevada a cabo por los citocromos y pos—
teriormente la energfa se produce por fosforilacidn oxidativa meddiante
la oxidacidn del substrato inorginico que interacciona directamente
con los citocromos en un sitio especIfico. Las caracteristicas parti-

culares de cada grupo de bhacterias gquimiolitStrofas las tratar& por
separado.

La revisidn del mecanismo empleado en la respiracidn se hara usando
el tipo de respiracidn que presentan los microorganismos (Tabla No. 11)

de donde resultan dos grandes grupos, estando las bacterias objeto de
eata revisidn , incluidas en la respiracidn aerobia.

B) Respiracifn Aerobia.

La respiiacién aerobia u oxidativa, incluye un gran nimero de proce-~
sos, comparados con la fermentacidn y la resplarcidn anaerobia. Consis~-
te en una oxidacidn enzimdtica total de las molé&culas teniendo como
aceptor final de electrones al ox¥geno molecular. En este aspecto hay

dos grupos de bacterias que realizan este tipo de respiracién, pero

con mecanismos diferentes. El primer grupo, se refiere a las que u-~

tilizan compuestos orginicos como donadores de electrones y fuente de
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carbono (Quimioorganoheterdtrofos), el segundo se refiere a las bacterias
que utrilizan substratos inorganicos como fuente de electrones y como fuente
de carbono utilizan principalmente el €0, , porque también pueden asimilar

los compuestos a los compuestos orgidnicos (Quimiolitocautdtrofas).

B.1) Bacterias quimiorgandtrofas aerobias. Un gran niimero de microorganis-—

mos obtienen su energia mediante la oxidacién de compuestos orgdnicos,
teniendo como receptor final de electrones al oxigeno. Esta oxidacidn
se lleva a cabo, por un grupo de enzimas que pertenecen a diferentes

vias metabSlicas y que actian en conjunto. Esto hace que los electrones

liberados por las deshidrogenasas sean llevados, mediante un flujo orga-
nizado al oxIgeno. Durante el trayecto del flujo, el ATP es sintetizado
por una fosforilacidn a nivel de substrate por lo tanto en vias diferen-—
tes a la cadena respiratoria y por una fosforilacién oxidativa, en este

caso en la cadena respiratoria. E1 NADH y FADH se producen principalmen-

te en las vias glucoliticas y el Ciclo de Krebs.

Se puede declr wmas sobre esta tema, pero solo me concretare a dar
un esquema generalizado para la respiracidn de bacterias quimiocorgano
tr6fas, Figura 21. El esquema sirve de comparcidn para el siguente grupo
de bacterias. Un punto importante para esto es que, realmente ninguna
cadena respiratoria bacteriana ha sido detallada en su totalidad, sino
que los estudios siguen teniendo apoyo en los experimentos realizados
con organismos eucarioticos, debido a la dificultad y variedad que tien~

en los organismos procarioticos para el estudio.
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Bacterias quimiolitdtrofas aerobias. Este grupo de bacterilas esta

constituido por las bacterias del Azufre, Nitrdgeno e HidrSgeno.

a) Bacterias del HidrGgeno. Este grupo se caracteriza por ser aerobio

estricto y presentar un metabolismo mixétrofo, por lo cual sus donado-~

res de electrones pueden ser tanto substratos organicos y como inor-

ginicos utiliza al hidrSgeno. Debido a gque el par Hp/ HY tiene un po-

tencial mis altd que el par NADH,/ NAD+, la reduccidn del dinucleoti-

do se lleva a cabo espontineamente, sin hacer uso de la reversa del
transporte electrdnico. La produccidn de ATP es mediante la fosforila-~
cidén oxidativa. Los estudios realizados (117) en Hydrogenomonas 16
revelan que la actividad de las hidrogenasas pueden ser separadas en
una fraccidn soluble y otra ligada a la -membrana. La primera enzima
cataliza la reduccidn del NAD' con hidr&geno molecular y no requiere
de cofactores; es la enzima afectada por la presencia de ATP o NADH,
no reacciona con el 03, NADP?, 0 azul de metileno. La inhibicidn de la
hidrogenasa soluble por su producto de reaccidn (NADH), es caracteris—
tica del efecto alost@rico y puede ser responsable de un control para
el transporte de electrones.

La hidrogenasa ligada a la membrana reduce el azul de metileno y ocupa
al oxIgeno como un aceptor fisiolégico de electrones. La hidrogenasa
soluble podria ser suficiente para proveer a la c&lula del NADH y ATP
necesario para la reduccidn del €0,, por lo que Eberhardt sugiere que
la segunda enzima hidrogenasa sea el primer miembro de la cadena de
transporte electrdnico, el cual estd acoplado con la fosforilacidn
oxidativa, produciendo el ATP complementario para las funciones res-—
tantes. .

Se cree que la fosforilacidn oxidativa, originada por la oxidacién del
entre el hidrdgenc y el cito-

hidrdgenc, esta limitada a la secuencia
NAD+ no esta incluido como

cromo b. Por otro lado,se supone que el

intermediario para la produccidn de ATP (124), sino que ocurre en el

sitio descrito anteriorwente, esto no ha sido debidamente demostrado

por lo que,se propone en el mismo artfculo, esto sea producto de las

condiciones de experimentacifdn,

El metabolismo energético de estas bacterias no ha sido objeto de

estvrdio profundos, pero se tiene un esquema para el posible flujo

electrdnico, y se presenta en la figura 22.
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Figura No.22 Flujo electrdnico seguido por las Bacterias del Hidrégeno para la"obt'enc!Gn,

de energfa. ('1210).

B.2.b) Bacterias_del Azufre. Las bacterias incluidas en este grupo son

aeroblas estrictas, excepto Thiobacillus denitrificans, que es un

aerobio facultativo. Para el estudio de la oxidacién de\compuestos
de azufre y su relacidn con la cadena respiratoria, es conveniente
tratar el tema revisando las especies por separado o en grupo, cua-
do esto sea posible.

Thiobacillus ferrooxidans. Esta bacteria deriva su energia de la si-

guiente reaccidn:

2 Fe?* + 0, + Hyo 2 Fe(OH)Y3 + Hy0

Aunque también puede utilizar otros compuestos, principalmente de
azufre, como se describiri posteriormente. La generacidn de NADH
es energético dependiente, porque es a través de la reversa del

transporte de electrones en la cadena respiratoria, esto es va en

direccidn del citocromo ¢ al NAD'. Los citocromos encontrados en
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estas bacterias sonde tipo ¢ y b, asf como tambi&n ublquinonas.

La funcidn de estos componentes en la cadena respiratoria, junto con
la oxidacién del idn ferroso ha sido propuesto por Aleem (124), don-
de también menciona la necesidad de estas bacterias por el ién sulfa-—

to, figura 23.

omplej ‘ - T/
ey

e | 1 CITOPLASMA
e \ omplejo
F—% r\F 26
’ ' - I -—— |~ Fierro oxidasa (oxige-~
‘ nasa) .Capta un electrén
i l 32
Fe3+ Sulfato deficiente
@ ‘ en elecgrones i cit. a
Fe(OH) 4 ' R o Flav. Prot.(?)——___ gecit. c
o ' RD )
Fe,(S0,) 5 , so;
Figura No.23 Mecanismo de oxidacidn para el 1on ferroso, mediante

el complejo propuesto por Aleem (124).
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El par Fe2+/ Fe3* tiene un potencial igual a +0.77 V, lo que ha-
ce probable una reduccidn directa del citocromo ¢ por el 16n ferro-
so. Se ha propuesto que este ion puede ser complejado, como por ejem-—
plo, con el oxalato para formar el oxalato de fierro III. El potencial
de este complejo es aproximadamente cero a pH=4 -7. Esto hace posible
la reduccidn enzimdtica del citocromo ¢ por el 16n ferroso, generan-—
do asf energfa. Tal suposicidn solo se ha comprobado "in vitro'". La
entrada del ion ferroso a la cé8lula segiin Aleem (124), debe ser toda
la mol&cula o bien solo ser atacado a nivel de membrana en un sitio es-

pecifico donde se acoplen la oxidacidn del filerro con el mecanismo de

reduccisn del CO,.
La oxidacién del Fe2t produce energfa, por lo que se forma un com-~
plejo, teniendo unidos al fierro 2 dtomos de oxIgeno. Aqufl el flerro

s6lo estd oxigenado, no oxidado, tal complejo puede ser formado en so-~

lucidn o en la superficie, donde va a reaccionar con la fierro oxi-

dasa y oxigenasa. El electrdn captado de esta reaccidn es transportado

en la célula por el idn sulfato o por flavoprotefnas ( que alin no se
determina cual es). Ya en el interior de la célula, el electrdn es ce~
dido a la ubiquinona, citocromo ¢ , citocromo a y finalmente al oxI-

geno. Se presume que la produccidén de energia debida a este flujo elec-

trdnico, esta acoplada en el paso del citocromo c, por una fosforila—

cidn oxidativa, como se ha sefialado en Nitrosomonas y NItrobacter.

La produccién de poder reductor, como menclioné anteriormente, es me-
diante el flujo inverso de electrones en la cadena respiratoria, y el
esquema a segulr es como lo presenta Nitrosomonas, el cual esta res-

paldado por los hallazgos reportados en la referencia (124).

Thiobacillus ferrooxldans esta clasificado como un quimiolitd-

trofo facultativo, esto implica que bajo condiciones organoheterd-
trofas, puede derivar su energfa y poder reductor haciendo uso de
las vfas EMP y (Ciclo de Krebs. Esta clase de metabolismo es de gran
importancia para la cadena respiratoria, ya que el NADH al ser sinte-
tizado por estas vias puede entrar directamente a la cadena respira-
toria, teniendo un mayor rendimiento energético, asi como también se

puede utilizar para la reduccidn de COp (tedricamente).
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Los siguientes miembros del grupo de las Bacterias del Azufre,

utilizar compuestos de azufre re-—

tlenen como caracteristicas comin,
abarcan desde

ducidos para la obtencidn de energfa. Estos compuestos

El mecanismo de oxidacidn para estos subs-—

el sulfuro hasta el sulfito.
tratos se muestra en la figura 24 (124).

Debido a que estas bacterias no utilizan el mismo mecanismo de o-

xidacidn, se pueden distinguir tres grupos.

APS R ( BR-T.Y o

/ Reduccion asimilatoria

6 | l

® R Compuestos
: : de

S aps’ o PAPS .
e b - 503 azufre orgé-
- nicos
(5) d T T
/ - ~ -
s 0
3 6
so,,
S
2— S 0 .
\\ 5,0¢ 2 3 !
\ P ) (2 52~

(2) Sulfato oxidasa, (3) Tiosulfato reductasa, (4) Tetrra-

tionasa, requiere GSH, (5) Sulfurodioxigenasa, (6) Adenil sulfato reductasa, (7) Adenil sulfa-

tasa, (8) Sulfito oxidasa.

Figura No. 24

Mecanismo de oxidacién para los compuestos de azufre, que son utilizados

por los tiobacilos.
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a) Los que oxidan tiosulfato a sulfato, como Thiobacillus concre-
tivorus, Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus neapolitanus,

donde este {iltimo es el dnico capaz de oxidar también el te-—

trationato. Las reacciones que se llevan a cabo son:

6 NayS,04 + 5 05 + 7 Hy0 o 4 NaySO, + 2 NayS,0¢

2.Na35,0 + 6 H,0 o 2 NaysSo, + 6 HpsO,

b) Los que oxidan tiosulfato a sulfato, producen azufre elemental,
el c¢ual a su vez es oxidado a sulfato, como:

5 Na,S,05 + Hy0 + 4 0, o 5 NayS0, + Hy50, + &4 §°

2 8° + 3 0y + 2 Hy0 . 2 H,S0,

c) Los que oxidan tilosulfato directamente a sulfato, no se ha po-
dido detectar algiin intermediario, esto lo realiza I. novellus.
Na,S,05 + 2 0y + Hy0 p» Nas0, + HySO,
De lo anterior, se desprende que el tiosulfato ocupa un papel im—

portante en el metabolismo de este grupo de bacterias. El azufre ele-

mental que se produce en las reacciones anteriores no se almacena si-

no que es oxldado y secretado al medio. Por otro lado de la figura 24

apreclamos que existen bdsicamente dos vIas para oxidar el tiosulfato

las cuales trataré a continuacidn.

1.~ Via por la cual el tiosulfato es reducido a sulfuro y oxidado
a sulfito, este ifiltimo a su vez es oxidado a sulfato. En

Thiobacillus neapolitanus se ha observado, que el sulfito es

oxidado a sulfato por una sulfito-oxidasa, la cual exhibe una
interaccidn alostérica con el AMP. Figura No. 25

2.- Via para la oxidacidn de tiosulfato produciendo tetrationato.
el cual no puede funcionar como substrato para la formacidn
de ATP, solo tiene esta funcidn cuando el glutatidn esta pre-—
sente, esto implica una reduccidn no enzimitica al tiosulfato-.

Figura No. 26
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(1) Tiosulfate reductasa, (2) Sulfuro oxidasa, (3) Adencil sulfato reductasa, (4) ADP:
Sulfato adenil transferasa, (5) ATP: AMP fosfotransferasa o adenilato cinasa.

Figura No. 25. Mecanismo por el cual el tiosultato es reducide a sulfuro y oxidado a sulfi
to, llegando a la formacién de sulfato (124).
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Figura 26. Decanismo para la oxidacidn de tiosulfato a tecrapionato (124),
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De la oxidacién de compuestos de azufre se obtiene energia y de
manera indirecta se produce el NADH, y el NADPH,. El mecanismo obse-~

vado en los tiobacilos para la produccidn de energla y NADH, se
puede ejemplificar como muestra la figura No. 27

eit. O

so§~ — > 0.8 cif. b g cit. G g cit. (8 +ay)
\cic. ay

P
D! ATP
ATIP
, cit. b )
80, y
Flavoproteinas : ; -
m o Xy P
nap™ . IS CO2
o - -
NaDP® NADPH;"

Esquema para el flujo electrégim: ¥ produccién de NADH, en los tioba-

Figura No. 27
cilos. (124) =

Un caso especial es presentado por Thiobacillus denitrificans,
porque como mencioné anteriormente, es capaz de usar nitrato como

aceptor final de electrones en lugar de oxIgeno, esto se muestra

en la figura No. 28 o
ATP ATP 2

*:An*-c—-ﬂz Flav. Prot.«@— cit.b :
th. a

. e PN

o NADHZ--—-——-> Fla\f Prot.———#» cit. b, (Q)—e cit.c /
3 / cit. (a + ag)

P —

Flujo electrdnico para Thiobacillus denitrificans.(124).

Figura No. 28
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B.2.c) Bacterias_del Nitrdgeno. Este grupo de bacterias, como mencioné
en el capftulo II, al revisar sus caracterIsticas generales, tiene
dos categorfas segiin el paso de la nitrificacidn que realizan, esto

es, hay bacterias nitrosoficantes y bacterias nitrificantes.

B.2.c.1l) Bacterias nitrosoficantes. Las bacterias incluidas en esta cate-
goria oxidan amonio a nitrito y son aerobias facultativas, la reac—

cidén que llevan a cabo se representan a continuacidn:
- +
Ny, +1% 0, + Hy0 —_— e NO; o+ 2140

Esta reaccidn incluye una transferencia neta de seis electrones, cau-
sando una oxidacidn al nitrSgeno de -3 a +3. El mecanismo propuesto

por Aleem para tal oxidacidn (124), se muestra en la figura 29.

NHy ———»NHZ‘%——— NOH g HINO,

2e” % 2}{’

l ATP A ATP
Flavin —— g cit. b cit. ¢ __Ai-: cit. a _4 cit. 0 ._..02
r_\AIP

cft. b

K‘\AIP

Flav. Prot. — e NAD® — g NADH,

Figura No. 29 Mecanismo para la oxidacién del amonio a nitrito, propuesto por Aleem(124)

La oxidacidn del amonio como se propone, consiste en: l.- La
formacidn de la hidroxilamina, interviniendo aquil el citocromo P460,

que se encuentra en la fraceidn soluble de los extractos. 2.- La

hidroxilamina es oxidada por la enzima hidroxilamina reductasa, pro-

duciendo un intermediario llamado nitroxil (NOH), que aiin no ha si-
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do identificado como resultado de esta reaccidn, tenemos la produc-
cidén de dos electrones, que van a entrar posteriormente a la cadena
respiratoria como lo muestra la Fig. 27. Debido a que estas bacte-
rias no producen el NADH,, directamente por su alto potencial redox,
es necesario 11evér a cabo la reversa del transporte de electrones.
Esto consiste en el consumo de ATP para efectuar el flujo electrdni-
co contrario al decremento del potencial redox de los transportado-
res con el objeto de reducir el napt para satisfacer las necesidades

metabdlicas de la cé&lula.

‘B.2.c.2) Bacterias nitrificantes. Todas las especies incluidas aqui oxi-~
dan el nitrito a nitrato. Entre los microorganismos mds usados para

los estudios estd Nitrobacter agilis, el cual se ha caracterizado

como mixotrofo y aerobio facultativo. El mecanismo de oxidacidén
para el nitrito es propuesto tabié&n por Aleem (124) como se muestra
en la Fig. 28. En el se contempla la desventaja de que el par

NOE/NOS , tenga un potencial mi3s positivo que el citocromo ¢ y el

NADH,.
- +
NO; e NO,.H,O ___,]2 clt.a Fe¥t g2 cit. ag gk 0y g H0
2+
v2 cit.a;Fe
ATP
cit. ¢
TP

] ] ATP
cit. b __.u.q.&__. NADY g NADH,

Figura No. 30 Esquema propuesto por Aleem para la oxidacién del nitrito a nitrato (124).
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Este mecanismo consta de: l.- Una hidratacifén del idn nitrito, 1o que
baja el potencial y hace mds factible su oxidacidn por el citrocromo
ajy. 2.- El oxigeno se obtiene del agua ( y no del oxIgeno molecular
como se pensaba anteriormente), liberandose dos protones por la hidro-
11518 de esta molécula. A nivel de este paso se presenta la reversa del
flujo electrdnico hacia el citocromo ¢, ﬁara producir el NADH necesario
para la reduccidn de CO,. Aleem en 1968, demostrd que la generacidn de
ATP es independiente de la participacién de las flavoproteInas o piri-
din dinucleotidos. Esto es, las bacterias quimiolitStrofas pueden ge-
nerar ATP en tres sitios de la cadena reépiracaria, partiendo del

punto en que el substrato inorgdnico dona los electrones, pero tam-
bién puede generar ATP por la oxidacidn de NADH,. Por otro lado,
0'Kelly en 1970 reportd (57) la reduccidn del citocromo ¢ por la en-
zima nitrito-citocromo reductasa, que corresponderia al paso niimero
cuatro de esta reaccidn general. La Gltima reaccidn mencionada es

independiente del consumo de energia.

Se piensa que para esta reaccidn un importante control, esta 1li-
gado a la alta concentracidén de ATP y a la baja cantidad de nitrito.
Esto es, se ha observado que bajo condiciones parecidas a las men-—
cionadas hay una aparente estimulacidn a la reduccidn de citocromo c,
utilizando ATP. Con lo que respecta a los tipos de citocromos que in-
tervienen en la cadena respiratoria, existen los del tipo ¢ y tres ti-
pos de a (a587 nam., a~583 nm., a-605 nm.) que utilizan como aceptor de

electrones al nitrato y oxIgeno como se muestra en la Fig. 31.

NO; .- : Metal (FAD ?)

1t a, (587nm)—p cit. & —w O,

2 eecit. ¢ g cit. a;(583nm) —m (?)
C(J2
FAD ————————= NADH, L—’Cﬂzo
co

2
Figura No.3l. Tipo de citcecromos que intervienen en la oxidacidn del nitrito.
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El aceptor de electrones proveniente del citocromo a~583 nm., no se ha
podido determinar, asf como tampoco su funcién. Bajo condiciones anae-
robias o aerobias el nitrato sirve como aceptor de electrones, lo que

hace necesaria la presencia de una nitrato reductasa no afectada por el

oxIgeno, esta Gltima caracterIstica difiere del comportamiento que encon

. tramos en las otras nitrato reductasasas. Se ha encontrado que en Nitro-

bacter , parte de la enzima nitrato reductasa mencionada, posee también
la nitrito e hidroxilamina reductasa en condiciones de anaerobiosis. La
conversidn de nitrato a amonio, no hace desnitrificantes a estos organis
mos, porque no se ha encontrado que liberen Ny; esto hace suponer una re
duccidn asimilateria. El1 mismo sistema parece existir en Nitrosomonas.
Como estas enzimzs son activas solamente bajo condiciones anaerobias, la
relaclidn que existe entre la sensibilidad al oxiIgeno y la presencia de

las reductasas podria se la regulacidén intracelular de los compuestos de

nitrito.

Respilracidn Anaercbia o Anoxobilotica.

Este proceso es referido como aquel donde los microorganismos utilizan
compuestos 1norginicos diferentes al oxIgeno molecular, como aceptor
final de electronas que provienen de la oxidacidn de los substratos uti
lizados. Este flujo de electrones se hace a través de la cadena respi-
ratoria. Existen basicamente tres grupos de bacterias que utilizan
este proceso,(tabla No. 11.) Cabe mencionar que no todas las bacterias
con respiracidn arnzerobia son de exigencia estricta, sino que encontra

@wWOS un comportamiento facultativo.

Bacterilas sulfato reductoras. Este grupo utiliza el sulfato como acep

tor final de electrones; en realidad es un grupo variado en cuanto a

sus requerimientos nutricionales y condiciones de anaerobiosis, existen
desde las de compertamiento facultativo hasta las de requerimientos es-—

trictos de anaerobiosis como son el caso de Desulfovibrio y Desulfoto-~-

maculum. La reduccidn del sulfato se lleva a cabo bisicamente en cua—

tro pasos como lo zmuestra la Fig. 32
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(1) Sulfato adenil tranferasa, (2) Adenil Sulfato cinasa, (3) Adenil Sulfato
reductasa, (&) PAPS reductasa, (5) Sulfito reductasa, (65 Tiosulfato reduc-
tasa.

Figura No. 32 Reduccibén de sulfato mediante 1a accién de las bacterias sulfato reductoras
(124)

Primer paso. Consiste en la activacidn del 16n suifato. mediante 1la
liberacidén de pirofosfato que provoca el consumo de ATP: La energia libe
rada es utilizada para unir al sulfato a un compuesto orgénico (Adeno-
sin-5"'-fosfato), con lo que se forma el AdenosIn-5'-fosfosulfato (APS),

la enzima involucrada en esta reaccidn es la sulfato-adeniltransferasa.

Segundo pasc. Se lleva a cabo la oxidacién del hidr&geno molecular

(en el caso de Desulfovibrio y Desulfotomaculum) o del substrato emplea

do para este fin, mediante la reduccidn del citocromo ¢ys que tiene ba-
jo potencial de oxidacidn. La enzima involucrada es la adenil-sulfato

reductasa.

Tercer paso. Es la reduccibn de sulfito a sulfuro, lo cual ocurre

también en presencia del citocromo cq oxidado.
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Cuarto paso. La reduccidn del tiosulfaro se puede realizar de dos

maneras, como lo muestra la figura 33. Por ejemplo: Desulfovibrio desul-

furicans, Desulfovibrio vulgaris, Desulfotomaculum nigrificans, producen

la enzima tiosulfato reductasa que, en conjunto con el citocromo c3s 1lle
van a cabo dicha reduccidn, teniendo como resultado la produccidn de sul
furo y sulfito; este iltimo, a su vez, puede ser reducido como menciona-
mos anteriormente o ser reciclado a la formacidn de tiosulfato por un
sistema ezimidtico que consta de citocroﬁo c3, ferredoxina o flavodoxina
e hidrogenasas. Esta Gltima caracteristica hace que el tiosulfato sea un
intermediario en la reduccidn del sulfito y también sea un mecanismo de

control para el nivel intracelular del mismo.

(5)

(1) Formacién tiosultato, (2) Tiosulfato sulfotransferasa, (3) tiosulfato
reductasa, (4) Sistema tiosulfato reductor, (5) Sulfito reductasa.

Figura No. 33 Mecanismos por los cuales se puede reducir el tiosulfito,_(lzh).
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Practicamente todas las especies de Desulfovibrio y Desulfoto—
utilizan en buena proporcidn al

maculum son anaerobios estrictos,
hidr8geno como donador de electrones. Si el substrato donador de

electrones fuera un compuesto orgdnico exclusivamente para la reduc-

cidn del sulfato serfa, figura 34 :

Lactato

o
T e o ¥ 1 o w i g
4 [H ] ey & SO, ~— £ 3 S0, —l 57
Glucosa .__.2 piruvato
S . . S .
Etanol o 4[H") —m-c, b SO, —= % S0; —eks 52

oy

2 acetilfosfato

k: ADP
ATP

2 acetato

Figura No. 34 Mecanismo de reduccién para el sulfato cuando se utilizan com
puestos orginicos (124). E

Bajo esta clasificacidn se encuentra

C.2) . Bacterias nitrato reductoras.
aceptor final

incluidas las bacterias que utilizan al nitrato como
En este caso el donador de electrones es un compuesto
algunas cepas

electrones.
orgdnico y en muy raras ocaciones el hidrdgeno, para

de Hydrogenomonas , pero s5lo son estudios ''in vitro”.
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C.3.) Bacterias Metanogénicas.

E1l CO2 es usado también por las bacterias como aceptor final de elec
trones produciendo metano. Al igual que los grupos anteriores, no es un

grupo muy estudiado y ademds se conocen muy pocas especles. Todos los
miembros dependen de los compuestos orginicos para fuente de carbono y
energia. Las bacterias metanogénicas tienen un metabolismo muy especiali-~
zado para la obtencidn de energfa y carbono, su cadena respiratoria no se
conoce, lo inico que se seba es que:

Con algunos sustratos como el etanol, butirato e hidrdgemo forman me

tano por la reduccidn del C02, (si el 002 proviene de la atmdsfera).

Se obtiene metano por la reduccidn del CO2 si este se forma durante

la oxidacidén del propionato.

Se otiene también el metano por la via de metiltransferasa, usando

metil cobqlqming o N5 -NlO—metilentetrahidrofolato como cofactor, pero sin

coz, por ejemplo con acetato y metanol.
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APLICACIONES.

La aplicacidn de las bacterias quimioclitd8trofas se centra en
las pertenecientes de los grupos de las Bacterias del Nitrdgeno y
Azufre. Los campos donde se tiene la principal aplicacidn son en

la Agricultura y en la extraccidén metalurgica.

A) Bacterias del Nitrdgeno en la Agricultura.

La disponibilidad bioclogica del nitrdgeno, f&sforo y potasio
es de considerable importancia econdmica, porgue son los principa-
les nutrientes vegetales que derivan del suelo. De los tres elemen—
tos, el nitrdgeno es el m3s susceptible a las transformaciones mi-
crobianas. Este elemento es la unidad estructural de mol&culas tan
importantes como las proteinas. El suministro critico de nitrdge-
no durante la produccidn de cultivos, provoca una produccidn defi--
ciente en cuanto a calidad y cantidad de.las cosechas asi como --
también en la fertilidad de los suelos. Es importante hacer notar que
el nitrdgeno es unc de los pocos nutrientes del suelo gue se pierde
por volatilizacidn asi como también por lixiviacidn, por lo que re-

quiere un control constante.

" Las transformaciones que sufre el nitrdgeno involucran compues-
tos orginicos e inorgdnicos, estos cambios ocurren simult3neamente
pero a menudo los pasos individuales efectiian objetivos contrarios.
Las reacciones pueden verse en t&@rminos de un ciclo, en el cual el
elemento es manejado a discrecidn por la microflora. Dicho ciclo lo
podemos resumir en los siguientes pasos: Una pequeiia parte del ni-
trégeno gaseoso proveniente de la atmdsfera es convertido a compues-
tos organicos por algunos microorganismos de vida libre o bien por
asociacidn planta-microorganismo (simbiosis).

El nitrSgeno presente en las plantas en forma de proteinas, amino-
Acidos y dcidos nucl&icos es usado por los animales. En el cuerpo
animal el nitrSgeno es convertido en otros compuestos simples y com-
plejos. Cuando los animales y plantas son sujetos a la degradacidn
el nitrdgeno organico se libera en forma de amonio, que

microbiana,
a su vez es utilizado por las plantas o es oxidado por la microflora
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a nitrito y subsecuentemente a nitrato. El nitrito puede perderse

por lixiviacidén o servir como nutriente vegetal o ser reducido al-

ternativamente a amonio o N, Que es liberado a la atmdsfera comple-
2

tando asi el ciclo como lo muestra la Figura 35.

3 > 1.- Aroniflcacidn

NH4 I: NOo 2.~ Mineralizaciidn

' b 3 3.- Nitrificacién

6 4,- Reduccidén de nitrato
5.- Immovilizacién
: PLANTAS 8 N 6.~ Desnitrificacién

7.- Fijacién de nitrégeno

no simbidtica
8.~ Pijacldén simbidtica de

1,2 5 ' 7 nitrégeno
ANIMALES
¥ ‘
HUMUS

CELULAS MICROBIANAS

Figura No.35. Ciclo del Nitrdégeno en la Naturaleza.

Las bacterias quimiolit&trofas participan en el proceso de ni=-
trificacidn. La importancia de los microorganismos nitrificantes se
basa en gran parte en su capacidad para prodﬁcir el nitrato, que es
la principal fuente de nitr8geno asimilable para las plantas‘supe—
riores. Este mecanismo no solo funciona. en el suelo, sino gque tam-
bién en ambientes marinos y durante el procesamineto de aguas negras
donde el nitrato es el producto final en la restitucidn del nitrdge-
no organico.

Como se ha mencionado en el capitulo anterior, se distiguen dos
pasos separados durante el proceso de nitrificacifn que son:l.- La
nitrosacién y 2.— La nitrificacidén propiamente dicha. La primera --
reaccidn ocurre durante la transformacidn del amonio a nitrito y la

segunda durante la transformacién de nitrito a nitrato. En el suelo
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se han aislado cinco géneros de bacterias relacionadas con este
proceso que son:

A.- Oxidan amonio a nitrito:

1.- Nitrosomonas, 2.- Nitrososcoccus, 3.~ Nitrosospira, 4.- Ni--

trosolobus.

B.- Oxida nitrito a nitrato:

5.- Nitrobacter.

De los cinco géneros solo Nitrosomonas y Nitrobacter se encuen-

tran con mayor frecuencia y sin duda son 1los principales microor-
ganismos nitrificantes. Las especies m3s comunes son Nitrobacter --
winogradsky y Nitrosomonas europeas, en los suelos forestales se han

encontrado algunas especies del género Nitrosospira (14,73).

Los géneros Nitrosococcus y Nitrosolobus son poco frecuentes. Mu-~

chos microbiologos han estudiado la frecuencia con‘que se presentan
los microorganismos oxidadores de nitrSgeno y han encontrado que --
varia de cero a un mill&n de microorganismos por ,gramo de suelo. La
mayor cantidad se encuentra en suelos con pH superiores a 6.0 uni-
dades aunque en habitats con pH marcadamente alcalinos o neutros =--
tienen poblaciones muy pequefias. En la mayoria de los casos existe
una relacidn directa entre las poblaciones de los géneros Nitrobac-
ter y Nitrosomonas, esto es evidente porque de no ser asi el nitri-~
to producido podria llegar a niveles fitotSxicos. Las poblaciones
de ambos géneros pueden aumentarse usandc sales de amonio. En cli-~
mas templados los microorganismos nitrificantes son numerosos du-
rante la primavera y bastante escasos durante el verano seco y caliente
asT. como- tambi&n durante el invierno; las sequias o nevadas dis-
minuyen la poblacidn nitrificante pero nunca se elimina totalmente

a estas bacterias.

A.l)Influencia de los Factores Ambientales (29). Los factores fisi-

cos y quimicos afectan la tasa de oxidacidn del amonio y por
ende del nitrito. Este hecho se demuestra facilmente por la varia-
cidn en la velocidad de nitrificacidn en suelos estériles que han
sido inoculados. Entre los factores ambientales que mfs influyen en

el proceso de nitrificacién estan:



A.l.a) Aireacidn. 119.

El oxigeno es un requerimiento obligatorio para todas las especies
relacionadas, siendo por lo tanto necesario una aireacién adecuada.
Cuando el suministro de oxIgeno es inadecuado para los microorganis-—
mos, disminuye considerablemente la oxidacidn del amonio, cesando la
reaccidn total en ausencia de oxigeno. Debido a este comportamiento
la estructura del suelo también afecta la acumulacidn de nitrato --
por ejemplo en suelos muy compactos la aireacidén disminuye. Por otro
lado la nitrificacidn se lleva a cabo tambi&n en suelos inundados, —-
como lo son los usados para el cultivo del arroz, aqui el oxigeno de
la atmdsfera se difunde en la fase acuosa manteniendo oxigenada los
milimetros superiores del suelo, por abajo de esta zona no se lle-

va a cabo la nitrificacidn.

A.l.b) Humedad.

La humedad afecta el régimen de aireacidén del suelo. Por un lado
el anegamiento limita la difusidn de oxigeno y suprime la nitrifica-
cién; por otro lado en condiciones aridas, la proliferacidn bacte-
riana no se retarda por el suministro gaseoso sino por la insuficien-
cia de agua. por lo tanto la irrigacidn aumenta tanto la poblacidn -
nitrificante asi como la bicsintesis del nitrato. El nivel &ptimo --
de humedad varia considerablemente en lds diferentes suelos, pero el
nitrato aparece generalmente mis ripido a 1/2 o 2/3 de la capacidad

de retencidn de humedad en el suelc empleado.

A.l.c) pH.
La acidez es la principal influencia ecoldgica, porque algunas

investigaciones(73), han demostrado que existe correlacidn entre la
produccién de nitrato y el pF. En ambientes dcidos la nitrificacidn
se lleva a cabo lentamente, aun en presencia de un suministro ade-
cuado de substratos, porque las especies responsables estan ausentes
cuando la acidez es alta. Tipicamente la tasa de oxidacidn del amo-
nio desciende por debajo de un pH igual a 5.0 unidades y empieza a
ser significativo arrxriba de 6 unidades, ocacionalmente el nitrato
puede presentarse en campos con pH=4.0 y algunas veces mayor. La di-
ferencia microbioldgica para actuar en diferentes condiciones de pH
se atribuye a la adaptabilidad de las cepas responsables o bien a

diferencias quimicas de los habitats. La dcidez no afecta solamente
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a la transformacidn del substrato, sino que tambié&n a la pobla-
cidn microbiana; los suelos neutros o alcalinos tienen las mayores
poblaciones con un comportamiento tipico para esta clase de micro-
organismos. Los valores de pH Sptimos para las cepas dependen en par-

te de la localidad de donde proceden.

A.1.d) Tomperatura

La nitrificacidn se afacta tambi&n por la temperatura y las in-
vestigacidn han comprobado el hecho de que por debajo de 5% ¥y por
encima de 40 °C, la cantidad de oxidacidn es muy baja. Existe la evi-
dencia de una lenta formacidn de nitrato casi por debaﬁo de la tem-
peratura de congelacidn, hecho de importancia para las pérdidas de
nitrdgeno en tierras con climas muy frios donde la lixivacidn o --

’ desnitrificacién puede ocurrir durante el otoifio o invierno; esta -
pérdida puede originar la falta de respuesta en los fertilizantes
aplicados generalmente durante el otofio, esto se evita a menos que
el elemento sea retenido de alguna manera en el suelo. El incremen-
to de la temperatura a partir de los extremos mds bajos produce una
oxidacidn riapida hasta alcanzar el intervalo &ptimo de temperatura.
Este rango varia debido quizd a las diferencias fisiol&gicas de cada
cepa bacteriana dominante, pero el Sptimo oscila generalmente entre
30~-35 °c.

La nitrificacidn puede tener efectos indeseables cuando no se -—
controla el proceso, esto ocurre aunque las plantas asimilan facil-
mente el nitrato. Este ifn es también susceptible a la lixiviacidn
como el amonio, por lo que el nutriente puede pasar a través del sue~
lo y quedar fuera de la zona radicular. Esto origina una pé&rdida muay
importante para el cultivo y ademAs puede ser responsable de la con-
taminacidn de aguas superficiales cercanas, siedo altamente peligro-
so para el consumo humano o animal, ta;t\bién puede causar el crecimien-
to de plantas acudticas. El nitrdgeno en forma de nitrato es suscepti-
ble a la reduccidn y por lo tanto a la formacidn de productos gaseo-
sos no disponibles para las plantas. Por estas razones, se debe indi-
car que necesita gran atencidn las investigaciones para encontrar —-
agentes quimicos gue puedan ser mezclados o aplicados junto con los
fertilizantes de amonio o urea para producir un descenso en la velo-
cidad de nitrificacidén. El compuesto a escoger no debe ser fitotdxi-

co ni contaminante al medio ambiente.
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Muchas substancias quimicas han sido patentadas para este préposito y
entre ellas tenemos: Azidas, piridina, pirimidas cloradas, tiourea, cia-

noguanidina, dicianodiamida,nitrobenceno, etc.

Al suprimir la nitrificacidn, disminuye la canztidad de nitrSgenc i-
norginico perdido por lixiviacidn y desnitrificacidn; asi se dispone -
de mis nitrdgeno a partir del fertilizante ,. aumentando la asimilacidn
vegetal y consSecuentemente la produccidn del cultivo se aumenta apli-

cando proporciones menores de fertilizantes.

B) Bacterias del Azufre. )
Las bacterias del azufre tienen dos campos de aplicacidn muy impor-
tantes que son: La Agricultura y la extraccidn metalurgica. Las condi-
ciones e importancia de este tipo de bacterias es objeto de estudio ya -
que en la mayoria de los casos en qﬁe sSe usan no tienen bases cienti--
ficas sino mis bien es empirica. El conocimiento =is profundo sobre el -
tema brindaria al hombre un criterio m8s firme para obtener los mayores

beneficios de estas bacterias.

B.l) Bacteriaz del Azufre en la Agricultura. El azufre es un nutriente

esencial para los integrantes del reino animal y vegetal. Empero ,a pesar
de su abundancia en la corteza terrestre, el azufre se encuentra en el
suelo en cantidades subdptimas o en forma no aprovechables, de manera
que no es raro observar respuestas a los fertilizantes que contienen ~-—
azufre. La principal reserva de este elemento en e) suelo estid en la —-
fraccidn orgdnica y sdlo puede existir el acceso z esta fuente mediante
la descomposicidn microbioldgica. Existe un parecido con la descomposi-

cidn y transformaciones que presenta el nitrdgenc.

El azufre, en sus variadas formas org&nicas e inorg@nicas, se meta—-
boliza® facilmente en el suelo. El hecho de que predomine una u otra -—-
forma de transfgmaciﬁn,depende en gran parte de las circunstancias del
medio ambiente que afectan la composicidn y abundancia de la'microflora.
Las reacciones implicadas en las transformaciones &e este elemento se --

pueden representar en un ciclo, como lo muestra la Tigura 36.

Los sulfuros, azufre elemental y tiosulfatos pueden ser oxidados en
el suelo por métodos biolSgicos y no biolSgicos. La oxidacidn no bioldgi-
ca es lenta y requiere de un medio ambiente muy &cido. El &cido sulfuro-~

so y las sales de sulfito son agentes reductores gque reaccionan mias fa-
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s® )
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D.- Mineralizacién

Figura No. 36. Ciclo del Azufre en la Naturaleza,

cilmente que los sulfurcs..Las condiciones favorables para la oxidacidn -
no bildgica de compuestos de azufre, se presentan raras veces en el sue-
lo de forma natural, en cambio las que favorecen la oxidacidn microbio-

1égica son maAs frecuentes.

El niimero de microorganismos que metabolizan el azufre, varfa consi-
derablemente de un suelo a otro, asi como con la adicidn de fertilizan-
tes azufrados (azufre elemental, polisulfuros, tiosulfatos).

La actividad de la microflora esta influenciada por factores ambien-
tales del suelo, tales como el contenido de humedad, temperatura, pH, --
textura y cantidad de nutrientes disponibles. Basicamente las condiciocnes
son las mismasque para las bacterias del Nitrdgeno, excepto para el valor

de pH dptimo, porque en este caso se tiende a valores dcidos.

El ciclo del azufre es uno de los mas importantes en el aspecto --—
biol8gico, para la agricultura por la aportacidn de nutrientes y su e-—
fecto en el suelo. Los procesos de inmovilizacidn y mineralizacidn se -
llevan a cabo mediante la utilizacidn de este elemento en la forma que
sea propia para el microorganismo. Los compuestos de azufre provienen
principalmente de desechos orgdnicos, gue mediante la accidn microbild-
gic; liberan el azufre en su forma mineral. Consecuentemente el tipo

de residuos vegetales y animales tiene una marcada influencia en la re-
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lacidn de azufre disponible, ya que el contenido de dicho elemeto
varia, ademis el contenido de f&sforo, carbono y nitrdgeno en el suelo

afecta la disponibilidad del azufre.

Es importante mencionar gue el procesc de inmovilizacidn puede lle-
varse a cabo también por métodos quimicos, utilizando coloides orgdni--
cos gue absorben a los compuestos azufrados o bien usando la precipiata-—

cidn de sulfatos con jiones calcio y bario.

Durante el proceso de inmovilizacidn, el sulfuroc de hidrégenc forma-—
do en el suelo es convertido a azufre elemental principalmente por las
bacterias, aqui la oxidacidn no bilégica es minima. Entre los microocrga—
nismos que toman parte en este proceso estin los tiocbacilos tales como;

Thiobacillus thioparus, Thiobacillus denitrificans(oxidan el sulfuroc a

azufre elemental) y Thiocbacillus thicoxidans (oxida azufre elemental a

dcido sulfiirico). BEstas bacterias aparte de bajar el pH de los suelos,
ayudan a renovar los compuestos inorgdnicos del suelo, ya gue los sul-
fatos y azufre elemental formado son tomados favorablemente por las -

plantas para incorporarlos a su metabolismo.

Brock y Fliermans (13), aislardn miembros de un nuevo g&nero de bac-
terias acidd8filas oxidantes de azufre llamadas Sulfolobus, del cual se

conoce la especie Sulfolobus acidocaldorius. Las condiciones ambienta-

les que influyen en la distribucidn de los tiobacilos y Sulfolobus , =
seglin estos autores , son la temperatura y pH de los suelos. Con lo --
que respecta a la temperatura se observd gque el g&nero Thiobacillus se
encuentra a temperaturas de 30-35 °C mientras que Sulfolobus esta entre
50~85 °C, registrandose las poblaciones mis abundantes del primer géne-
roa 25 °C y del segundo a 70 °C. Sclamente a 55 °C estan presentes am~
bos géneros, aungque ninguno es activo. En relacidn a pH, Thiobacillus
se encontrd en un rangoe de 0.9-4.5 unidades, manifestando mayor activi-
dad a 2.5 unidades. El pH al cual Sulfolobus crece vy oxida azufre ele-

mental es de 2.5~3.0 unidades alcanzando valores de 5.9 unidades.

En suelos alcalinos a los cuales se les ha aplicado tratamientos -
quimicos para su restauracidn e incorporacidn a la agricultura, se han
hecho estudios sobre la determinacidn y tipo de bacterias que estan pre—
sentes(37). Los tratamientos han sido a base de yeso, &Acido sulfidrico
diluido, sulfato ferroso, y azufre elemental. El aislamiento de bacterias

del ciclo del Azufre fue muy reducido y predominardn dos especies del
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género Thiobacillus las que corresponden a T. thiooxidans y T. novellus.

El clima es otro de los factores ambientales que influyen en la oxi-
dacidn del azufre en el suelo. Se realizardn estudios (110) utlizando
360 muestras provenientes de Australia, los resultados muestran gque tal
oxidacidn se llevS a cabo en un 50% de los suelos subtemplados, disminu-
yendo conforme el clima fue cambiando a A&rido y caliente, asi en la -
estacidén humeda se produce la mayor incidencia y por lo tanto . altos
niveles de oxidacidn mientras gue en meses de sequia es minima. T. thio-
oxidans se encontxd en un 13% en suelos templados, la resistencia de
este microorganismo fue relacionada con la humedad, mostrando gque en la

estacidn de sequia, disminuia considerablemente.

Es importante aclarar que las especies de tiobacilos no son las @ini>
cas, pero si las principales, que oxidan el azufre ya que esta actividad
se encuentra en microorganismos quimiooganoheterdtrofos, por ejemplo
Bacillus licheniformis y especies de los géneros mencionados en la Ta-

bla No.9

El azufre en forma de sulfato se pierde muy poco por accidn de la
respiracidn anaerobia y lixiviacidn, debido a que forma compuestos po-

co solubles.

La utilizacidén de Thicbacillus en suelos alcalinos, ha sido con el
préposito de recuperar grandes Adreas de suelos &ridos y semidridos pa-
ra la agricultura. La adicidn de azufre y adaptacién de drenajes apro-
piados han sido los mejores métodos para estid recuperacidn. Sin embargo
el tiempo regquerido para la transformacifn es muy largo debido a que
los suelos alcalinos tienen una poblacidn autdctona muy baja y por con-

siguiente la poblacidn oxidadora de azufre es mucho mids escasa.

Los estudios enfocados a determinar el niimero de bacterias oxidado-
ras de azufre en tales suelos, ha tenido por objeto aislar cepas fa-
vorables y usarlas en el enriquecimiento de los suelos deficientes de
bacterias despufs de haber aplicado azufre como fertilizante. Las espe-
cies aisladas para este fin deben cumplir con las siguientes caracte-

risticas:

_ Capacidad para multiplicarse en suelos alcalinos
__ Temperatura &Sptima de crecimiento entre 30-37 °C, que es la tempera-
tura en las regiones &ridas

Tolerar grandes concentraciones de iones sodio



125.

La cepa que ha cumplido mis frecuentemente con estas caracteristi-

cas es Thiobacillus novellus, pero no se excluye a las demis especies

del género.

Se ha observado que la aplicacidn de microorganismos del género Thio-
bacillus ayuda a restaurar los suelos alcalinos, pero un aspecto, quizi
el decisivo para llevar a cabo cualquier mé@todo nuevo, es el econdmico y
hasta la fecha no hay ningun reporte que exponga las ventajas y desven-

tajas del métode asi como su costo.

B.2) Bacterias del Azufre en la Extraccidn Metaluxrgica. El proceso mis

empleado para la recuperacidn de metales es el hidrometalurgico, que con-
siste en la disolucidn de los metales contenidos en los minerales y la
recuperacidn de estos éonsecuent:ement:e. Los procesos hidrometalurgicos en
los cuales se incluye la lixiviacidn bacteriana estan tomando un papel -
muy importante en la extraccidn metalurgica, ya que son aplicables en
minas donde la cantidad tan baja del mineral hace incosteable la extrac-

cidn por los métodos fisicoquimicos convencionales.

WUn ejemplo de la importancia de estos procesos en la economia de los
paises que lo utilizan esta en Estados Unidos, que en el afioc de 1978 la
lixiviacidn de cobre en minas con baja concentracidn en el mineral, repre-—
sentd el 11.5% en la produccifn total de ese afo (10,101). La lixiviacién
mineral no s3lo es llevada a cabo por procesos microbioldgicos, ,sino que

puede ser mediante métodos fisicogquimicos.

Para tener una idea mis clara sobre la utlidad que representan los
procesos hidrometalurgicqs con lixiviacién bacteriana, es conveniente
revisar las caracteristicas mis importantes de los métodos mAs comunmen-
te empleados para este f£in. Los principales métodos hidrometalurgicos en
donde no se favoreoce la accidn microbioldgica son: Lixiviacidn en verte-
dero, en ciimulos, tanques o cisternas y la lixiviacidn "in situ". La li-
xiviacién en vertederos ha sido usada para extraer cobre de compuestos de
oxido, minerales sulfireos y materiales de desecho extraidos de los hoyos
de las minas. Tales materiales contienen menos del 0.4% de cobre y tienen
restos no pulverizados. Los vertederos estan localizados usualmente en
valles que proporcionan declives naturales, {itiles ﬁara la estabilidad
y recuperacidn de la solucidn lixiviadora. IQealmente, estos lugares de-
ben ser seleccionados curndo se comprueba que el suelo es impermeable-,
pero esto es imposible, por lo que se tienen que construir bases espe-

ciales para formar el vertedero.
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El tipo de material que llega al vertedero incluye rocas grandes
que pueden pesar toneladas, y rocas o piedras finas con medidas de
hasta 70 cm. de diam&tro. Algunos de los wvertederos del Oeste de los
Estados Unidos, fuerdn construidos con una elevacidn de 15 m. y una al-
tura aproximada de 3,600 m. El mayor vertedero contiene 4 billones de
toneladas de material para lixiviar y esta localizado en el Cafion de
Brigham, Utah. La solucidn lixiviadora es introducida por un sistema de
aspercidn o inundacidn, esta solucidn lixiviadora se absorbe y fluye a
tiavés de los vertederos gue estan al final del declive, Figura 37. La
solucidn que se recobra después de lixiviar se llama "licor", de ahi se
obtiene el cobre mediante la precipitacidn de fierro metdlico por elec-
troforésis o con solventes. El "licor™ o solucidn resultante gue que-—
da de la recuperacidén es retornado al wvertedero (reciclacién). Esta ex-—

traccidn tiene duracidn de afios.

La lixiviacidn en climulos. es usada principalmente para extraer cobre
y uranio de &xidos met3licos en particulas de cualquier tamafio, con un
contenido de cierta manera mds alto que las destinadas a la lixiviacién
en vertederos. El material colocado en la superficie previamente prepa-
rada. El1 volumen de material gque se puede trabajar en cimulos puede va-
riar de 100,000 a 500,000 toneladas. Los minerales de estos metales son
gemnralmente solubles en dcido sulfiirico, acui el proceso se realiza en
dias.

La lixiviacidn subterr@nea o "in situ", como proceso aplicable es
muy limitado, porque solo se pueden utilizar como materiales para la
extraccidén los &xidos y sulfuros de cobre y uranio, ademds los conoci-
mientos actuales de la hidrol&gia subterrd@nea y fracturacidn de rocas
cristalinas es muy deficiente, por lo gque es dificil predecir y contro-
lar la via que sigue la solucidn lixiviadora y si a esto lo sumamos la
dificultad de trabajar grandes volumenes de &cido, tal proceso no repre-—
senta gran beheficio. Ademds la pé&rdida de solucidn lixiviadora por este
método tiene la capacidad potencial de contaminar aguas subterrdneas
cercanas y en algunos casos las superficiales también.

Los factores que no son contrelados en estos procesos son la cantidad
de oxigeno internc y la temperatura,porgue estan sujetos principalmente

a la temporada.
" Los procesos hidrometalurgicos que incluyen la lixiviacidn bacteriana
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Figura 37. A.
(a)

Figura 37.
(b)

1I.

III.
Iv.
v.
VvI.

Introduccidn del 1lfquide
Estanque parii fi 1{quido lixiviador
q

Zanja para e uido lixiviador .

Vertedero para el mineral con bajo contenido en el metal
Tuberia colectora, que pasa por abaio del vertedero
Estanque colector del lfquido lixiviador para la extraccién
Recuperacidén

Introduccidn *
del ‘1fquido
Estanque colec-
tor del l{quide
lixiviador
Vertedero para
el mineral .t
Estanque del liquido .
lixiviador .
Reciclaje del 1fquido
lixiviador
Recuperacién

Figura No. 37. l&:squema de los sistemas de lixiviacidn por vertederos (a) y en climulos (b).
10 . .



128,
han sido objeto de estudio, ya que se pretende establecer los mecanis-
mos de accidn de dichas bacterias y sobre todo las condiciones mas a-

propiadas y desfavorables para su accidn.

Las bacterias involucradas en la extraccidn metaldrgica son princi-

palmente Tiobacillus ferrooxidans y Thiobacillus thicoxidans, siendo mas

importante la primera especie. Es de considerar que los estudios realiza-
dos reportan la presencia de bacterias quimicorgancheterdtrofas que tam-—
bién intervienen en la extraccidn, pero su contribucidn es minima compa-

radas con las bacterias quimiolitdtrofas.

La manera en que expondré esta informacidn seri revisando primero la
extraccidn de minerales con importancia para el hombre y posteriormen-
te haré la revisidn de los factores que afectan y favorecen la lixivia-

cidn bacteriana.

B.2.a.) Extraccidn de cobre (4,10,11,62,97, 140).

La calcopirita es el mineral de cobre mis extendido sobre la tierra
lo que la hace ser la principal fuente de cobre en el mundo.
Los minerales de cobre que se pueden encontrar en minas se mencionan

en la Tabla No.13

. SECCION OXIDADA OXIDAC§SN
COMPOSICION QUIMICA MINERAL BIOQUIMICAMENTE POR Fe
CuyS Calcocita 52- +
CuFeS, Calcopirita SZ', reZ* -
cus , Covalita 2-
Cu3(c03)(ou)2 Azurita
Cuzo Cuprita
Cu3AsS“ Enargita
Cu,, (OH) SO, Brochantita
Cu4(OH), SO, Antlerita
Cu,C1(0H), Atacamita
Cu,C04(0H), Malanchita
CusFeSl. Bornita
Cugs5 Digenit;a ;
CuSi03.2 H,0 Criosocola

Tabla No.l3 Principales minerales de cpbré',:'S _é féfére’nciu a“la accién mlcrobl‘oltsgi.ca

que presentan.
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La calcocita, covelita energita bornita y digenita contienen el ién
sulfuro, por lo que estos minerales son lixiviados mediante la oxidacién
de dicho idn @ &cido sulflrico mediante métodos microbidlogicos. Calco-
pPirita y bornita tambi&n contienen el idn ferroso, el cual produce el
i8n férrico acelerando asi la oxidacidn del mineral. El arsé&nico presen-
te en la energita es atacado también por las bacterias, aunque no con la
misma facilidad. Los otros minerales de cobre listados son mis dificiles de

lixiviar por las bacterias debido quizd a que son tSxicos a los siste-
mas bioldgicos. La criosocola es dificil de extraer, probablemente porque

es un silicato mis que por ser téxico.

En la planta industrial extractora de cobre se realizd un estudio so-
bre la microflora presente (10), y sSe encontrd que las especies Thioba-

cillus ferrooxidans, Thiobacillus thicoxidans, Thiobacillus thioparus y

Thiobacillus denitrificans asi como bacterias coloridas del azufre, Ga-

lionella y Leptothrix estaban pxesentes a parte de una pequefia cantidad

de rtacterias quimioheté@rotrofas como Desulfovibrio, Bacillus, Enterobac-

texr, Pseudomonas y hongos y levaduras. Los microorganismos quimioheterdtro-
fos se encontrardn en lugares alejados a las zonas de los vertederos, su
importancia radica en la accidn competitiva que realizan con los tioba-
cilos por el consumo de oxigeno y algunos nutrientes necesarios para el
metabolismo . En algunos casos, como los protopoarios la accidn es més
directa, por ejemplo Amoeba usa a los tiobacilos como nutrientes y Cau-

lobacter produce compuestos orgdnicos inhibiorios para estas bacterias.

La actividad de los tiobacilos se puede ejemplificar con los siguien-

tes datos:Con Thiobacillus ferrooxidans se recupera el cobre del mine-

ral calcopirita en un 85% en 24 dias, de la covelita el 50% en 76 dias,
de l1a calcocita el 90% en 30 dias y de la bornita el 100% en 30 dias.

Thicbacillus thiocoxidans no actida directamente en los minerales, sdéno

que ayuda a estabilizar el pH en un valor &icido, porgue este oxida el
azufre elemental a dcido sulfirico. La adicidn de sulfato ferroso no
es necesaria para la extraccidn pero si favorece el control de pH y po-

s 2+
der reductor en los minerales con bajo contenido de Fe™ .

De estos mismos estudios se observa que la poblacidn quimilitStro-
trofa y quimiheterdtrofa tiende a disminuir conforme avanza la extrac-
cifn del mineral, esto se interpreta como una falta de resistencia a

condiciones severas.
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B.2.a.l1) Condiciones de lixiviacidn para los principales minerales de cobre.

La interaccidn de las bacterias quimiolitdtrofas con los compﬁestos mine—-

rales, han desarrollado gran intéres desde los afios cincuentas, sin embargo
hasta la fecha de esta revisi&n bibliogrdfica, ninguna reaccifn ha sido es-
tudiada lo suficiente como para poder describir el mecanismo de accidn bio-
qufmico, esto se debe a que las reacciones ademis de ser complicadas inte-

raccionan con reacciones puramente quimicas. Los mecanismos propiamente di-
‘chos, se han revisado en el capitulo dos, aqui solo mencionare las caracte-
risticas y condiciones empleadas para llevar a cabo la lixiviacidn bacteria-

na de los diferentes minerales de cobre.

ita. (27,62,98) . EL medio utilizado

B.2.a.1.a) Oxida
para la lixiviacidn de estos minerales es reportado por. Silverman y Lundren

1o
(106). Su composicidn quimica es:
Sulfato de amonio ..+...e.--e...s 3.0g

Clorurco de potasio ..ccececeeceee.. 0.1 g.

Fosfato dibasico de pota-

Si0 ceceeas .

Sulfato de magnesio hepta-
hidratado J..‘....;.-

Nitrato de €alcio cesmadiae
Agua destilada ......’..‘.'.‘
Acido sulfiirico 10N N
Sulfato ferroso heptahi~ U - 8
dratado 14.74% (p/v) Ceieeaeiinail. 1300 ML

La cepa utilizada en la lixiviacifn se aisl& de las aguas ac:idas de minas
localizadas en Yahahara, Japén. El ma&or rendimiento de la extraccidn en
diferentes ensayos fué de: 35% en 33 dias llegando a obtener en algunos
casos el 100% en 26 dfas. Las condiciones &ptimas para la extraccidn se --
pueden resumir en; pH= 1.7 a 2.3 unidades, temperatura de 35°C + 1, con-
centracién de iones férricos de 0.004-0.01 M,

En tanque de agitacidn se redujo el tiempo requerido para la extraccidn y

se aumento el rendimiento en un 50-60% en 4-6 dias.

BEn el articulo (97), se reporta un esquema para la extraccidn de cobre
partiendo de calcopirita y covelita, como se muestra en la Figura 38
Este procesco tiene un alto rendimiento en cobre disuelto durante la prime-

ra etapa. Los residuos de la primera y segunda lixiviacién son reci--
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lo que implica una economia en el proceso. Despu@s de la lixiviacidn se
sigue con la recuperaci®n mediante procesos de cementacidn, extraccidn

con solventes y/o electroquimicos. La solucidn lixiviadora resultante

de este dltimo paso es ajustado en su concentracidn de nutrientes, pH y
residuos, pudiendo asi ser rediclado. A pesar de que el esquema nos muestra
un proceso total, algunos pasos no estan todavia probados a nivel de --

planta piloto o industrial.

B.2.b} Extraccidn de uranio (10,22,31,62,132,145). En la corteza terres—

tre se estima que el uranio existe en una concentrécién aproximada de -~
0.004%. Los mayores depdsitos estan localizados en Shinkolobowe Doachinsthal
Checoslovaguia. Los minerales de uranio estan concentrado en pegmatitas, ==
vetas hidrotermales (son los principales depSsitos en cuanto a cantidad)

y piedras arenosas. Todos los yacimientos varian en edad de 50 a 2,000
millones de afios. El mineral mas conocido de este metal es la uranita -=
(UOZ) en segundo lugar esta la pitchblenda que es de color café o negro,’

N
con alta densidad y es ademds una forma cristalina de la uranita.

La Tabla No. 14 contiene los principales minerales de uranio encontra-
dos en la naturaleza, dindonos ademis la informacidn de la relacidn que

guardan dichos minerales con la accidn bacteriana

Los minerales uranita, pitchblenda, branerita, davidita, cofinita estan
dep8sitados generalmente en rocas fundidas o soluciones calientes que —-— ‘
pasan dentro de la corteza terrestre. La carnotita es depdsitada en Areas

aledafias a zonas dé lixiviacidn por la accidn de aguas icidas o alcalinas.

En Estados Unidos el uranio se encuentra en la zona de Utah y Colora-
do. El uranio se considera un mineral de importancia secundaria para su
extraccion.

Al igual que en otros casos se encontrd que la variedad de la microflora
influye en la depositacidén de uranio por la produccidn de &Acidos orgidni-
cos u otras substancias oxidadoras. En su extraccidn, el uranio tiene

acoplada a la extraccidn microbioldgica la lixiviacidn "in situ", sobre

todo en las minas de Elliot, Ontario.
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propuesto por Hiromfchi y Sakaguchi (97

Concentrado Indculo nutrientes
v,
.y
R
Alre Alre
——# Lixiviacién —8d | ixiviacidn ———8 Lixiviacidn
co, I 1T €0, III
Residuo I Residuo II
retrituracidn retrituracidn
Solucidn Solucidn Solucidén
lixiviadora lixiviadora lixiviadora
v
Filtrado
Rechaze
[residuo III
Extraccidn con
solventes y Reciclaje del
- electroquimica eclclaje de
Cementacidn 1icor
{ p
Cobre
para
mercado
- Figura No. 38 Flujo del proceso de extraccidn de cobre pnrtiendo de calcopirit:n y cobalita
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SENSIBILIDAD
A LA ACCION
COMPOSICION QUIMICA MINERAL MICROBIANA
U()2 Uranita +
U04.n H,O Gumita +
2 u03.n 1-120 Baquerelita , +
(U, Ca, Fe, Th, Y),T1:0,, Branerita o +
(Fe, Ce, UITL, Fe, V, Cr);(0,0H), Davidita :
U(s10,), __ (o), Qoﬂnica )
Ca.2U05-25190,.6 H,0 Uranofana S
MgO. 2(]03. 25102 . 6H20 Esclodoguegqui;a E
CaD.2U0, 2,05 .8H,0 Autunira ° :
CuO.ZUOJ-?ZOS.BHZO Torbernita
NH, (UO,) (PO, ). 3H,0 Uranfita -
CuO.ZUOs-ms. 8H20 Zeunerita
K20.2UO3-7205. 3H20 Carnotita
€ao0, 2!}03.7205. BHZO ) Tiuyamunita
2 U03.503. a H,0 - Zippelta
6 1/03.505. o H,0 Uranopilita ¥
Cu0, 200,. 2503. 7820 Johannita R P
3Ca0. NaG. 1%05.C0,.S04F. 10 H,0 Escroequingerita : + o

Tabla No.l& Principales minerales de uranio y la relacidén que guardan con la accién
=icrobioldgica.(101).

Las especies encontradas como pPrincipales agentes casuales de la

lixiviaci&n microbiana son Thiobacillus ferrooxidans y Thiobacillus --

thicoxidans, el Acido formado por estas bacterias sirven para la oxi-
dacidn del azufre presentes en la pirita, ya gQue es un mineral asociado

en la mayorfa de los casos a los de uranio y de muchos otros metales.

Los precesos microbioldgicos para la extraccidn del uranio, estan in-
fluenciados por las condiciones ambientales tales como temperatura, pH,
cantida® de nutrientes, tamafic £isico de las partfculas del material,

pero la condicifén que mas efecto tiene es el suministro de oxigeno. Las
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condiciones Sptimas para el cultivo continuo en la extraccidn de uranio
son reportados por Noboru Tomizuka (135) y son pH= 2.3-2.7 unidades,
temperatura de 29-34 °C, suministro de oxigeno de 5.0X 10_7/ ml.min.atmo.

El medio de cultivo empleado es:

Sulfato férroso .
Fosfato de potasio
monobasico .

Sulfato de mamganeso II
heptahidratzado -

Cloruro de sodio .

Sulfato de amcnio .

0.11g.
1000 ml.

Cloruro de caicio M
Agua destilada ...;...,....

Se esteriliza z 100°C durante 60 min.

El proceso de inmovilizacidn de ios minerales de uranio es importan=-
te debido a que el uranio se extrae principalmente por lixiviacidn "in
situ”. lLa descripcidn del proceso es: El uranio que esta presente en =~
la uranita es oxidado por los iones férrico a UO§+, el cual es soluble
en agua. Las bacterias ferrooxidantes mantienen un suministro continuo
de iones férricos lo que aumenta la movilizacidn del uranio. Existen
otros oxidantes gue ayudan a mantener al fierro en su estado m3s oxida-
do, como ejemplc tenemos a el perdxido de hidrdgeno, dioxido de mangane-
so; este Gltimo es especialmente attivo en metales alcalinos haciéndo--
los mAs solubles. El uranio hexavalente es redepositado cuando estan en
condiciones altamente reductoras, tales condiciones son producidas por
las bacterias sulfato reductoras. Los compuestos orgdnicos o humus in-

movilizan al uranio formando quelatos.

B.2.c.) Extracci®dn de fierro(51,68,101,100, 145). El fierro tiene las

propiedades fisicas de ser maleable y fundir a 1535 °C, su abundancia
ha contribuido 21 desarrollo de la era espacial. El contenido de fierro
en la litSsfera es aproximadamente 5%. Los meteoritos aportan cerca
.del 40% del tota3. El cobalto y nigquel son constituyentes comunes en
los depSsitos de fierro.' Las rocas magmdticas contienen los metales
Mg, Fe, Mn en unz relacidn de 8:1:0.002, lo que demuestra ser una fuen

te de fierro.
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La extraccidn de fierro en el Lago Superior, Pensilvania (E.U), ha
sido uno de los depdsitos mis bastos para este pais. En el &ceano es muy -
bajo el contenido de este metal (aprox. 1 p.p.m.), sSe supone que la baja -
concentracifén esté& asociada con la baja solubilidad de este metal a un pH=8
la cantidad de este metal aumenta conforme aumenta la profundidad. Los mi-
nerales de fierro en el Sceano se depdsitan en zonas concéntricas, esto —-
puede ser consecuencia de las variaciones de corriente durante las estacio—
nes (145). '

Los principales minerales de fierro estan contenidos en la Tabla No.l5. La

microflora relacionada con la extraccidn de fierro se reporta como (101,145):

T. ferrooxidans, T. thiocoxidans, algunas especies del gé&nerc Bacillus, Desul-—

fovibrio, Pseudomonas, Clostridium, Sidexocaspa (en habitats marinos), Spho-

rotilus, Beggiatoca, Leuconostoc, Flavobacterium, Galionella y Crenotrix.

El principal mineral de fierro es la pirita que aparte de ser factor —-
importante en otras extracciones metaliirgicas por el suministro de iones
férricos, es de gran utilidad en la desulfurazacidn de minas carboneras. El
carbdn es considerado como una fuente alternativa de energia cuando el pe-
trdleo sea escaso, debido a los problemas que enfrenta el mundo actualmente
en su produccidn, precios y principalmente por ser un recurso natural no--
renovable.

La produccidn de carbdn se ha incrementado paulativamente, en un espacio

de tiempo relativamente corto. Sin embargo uno de los principales proble—
mas para la utilizacidn del carbdn es su alto contenido de azufre, que duran-
te la combustidn es desprendido en forma de 502. Este gas es altamente tSxi-
co para la vida animal y vegetal, por lo que es necesario utilizar procesos

de desulfuracidn para el carbono.

Los métodos reportados (52,80) para eliminar los compuestos de azufre
del carbdn son: Desulfuracidn por precombustidn, que opera a altas tempe—
raturas y tiene un gasto de energia muy alto; Mé&todo de flotacidn, donde
resulta una pérdida considerable del material por la completa eliminacién
de particulas de carbdn con pirita; y por dltimo los métodos microbiold--
gicos de desulforacidn (MCD), que requieren un bajo costo de operacidn y
capital, son mAs eficientes que los anteriores y lo m3s importante, pue-
den eliminar los compuestos inorg@nicos de azufre con la minima pérdida

de carbdn (80).
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El azufre contenido en el carbdn varia de 0.5~60% en promedio y consis-

te de compuestos orgdnicos e inorgdnicos (principalmente pirita).

COMPOSICION QUIMICA MINERAL
'FeSZ Pirita
FeCl Lawrencita
FeAlzol‘ Hercynita
Ca,Aly. Fey0yq Brownmilerita
FeIiO3 ’ Ilmenita
Fe,Ti04 Pseudobroquita
FeCO3 Siderita
FeH(SO“).lo Hy0 Romboclasa
NagFe(S0,) 5.3 'HZO Ferrinatrita
KFe"Fe"(SOb)y 3 H,0 Voltaita
FeSOl.. H,0 Esomolnoquita
FeSO,. 7 Hy0 Melanterita
FeS0,. 5 H,0 Siderotil
(H,0) Fe4(50,),0Hs.H,0 Carposiderita
Fe(SOl‘) (oH).2 Hy0 Butlerita
Fe(.SO‘.) (0H) .3 H,0 Amarantita
Fe,05.nH,0 Liminita (hematita)

Tabla No. 15 . Minerales del flerra con ilﬁportancla econémica para el hombre (145).
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Los compuestos orginicos son muy variados, perc los grupos funciona-
les presentes son: tiol, sulfuro, disulfuro, tiofenos. La eliminacidén de
los compuestos orgdnicos azufrados es mas dificil que los inorg8nicos, tal
proceso se esta llevando a cabo en muy baja cantidad por bacterias que han

presentado esta habilidad como Sulfolobus acidocaldarius, que es una de las

bacterias con resultados mis prometedores. Los ccmpuestos inorgdnicos de a-
zufre son eliminados principalmente por la accidn conjunta de T. ferrooxidans

y T. thiocoxidans. Es importante que estas bacterias actuen al mismo tiempo,

porque en estudios realizados (52,80) se ha observado que asi se obtiene
el mayor rendimiento.
La desulforacién de carbdn se lleva a cabo a nivel industrial general-—

mente como lo mustra la Figura 39

B.2.4.) Extraccidn de manganeso(112,115,123,145). La corteza terrestre con-

tiene aproximadamente 0.1% de manganeso en forma ée Mn}\1204. Las plantas
vy animales utilizan este elemento en diversos procesos bioguimicos. Una de
las fuentes mads grandes de este elemento es la minz de Nsatu en Costa de Oro,

Africa. Desde que esta mina fue abierta en 1914 hz producido 5-7 millones

de toneladas de manganeso. La extraccidn se lleva a cabo por métodos de -—
fundicidn. Otras fuentes importantes de manganesc son: En Rusia se extraé
de Chiatri, distrito de Caucacia de donde se obtiene principalmente el mi-
neral piroclusita (M.noz); en suelos marinos encontramos la rodocrosita --
(MnCOB) . No todos los depS&sitos marinos se han formado por precipitacidn(145),

sino que también ha contribuido la actividad volcZnica submarina.

Los minerales mds importantes de manganeso son listddos en la Tabla
No. 16.

E1l manganeso posee propiedades similares al fierro, por lo que se en-
cuentran asociados con este elemento en la naturaleza. Los &xidos, hidré-
xidos, silicatos y carbonatos son las formas minerales mds comunes de este
metal. La forma bivalente es la de mayor movilidad en la naturaleza. Donde
las condiciones ambientales actifian a favor de la reduccidn del manganeso,
por lo que es lixiviadeo dei suelo y depdsitos minerales. Tales condicio--
nes son frecuentes en los lugares donde la materia crg8nicoa estd en alta
cantidad y ademds el suelo esté& saturadg de agua, esto provoca gue la ma-
teria se descomponga, iniciandose asi las condiciones reductoras favora-

bles para la extraccidén. El1 manganeso se cncuentra en el fondo marino en
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' R SENSIBIL%%&D R
COMPOSICION QUIMICA MINERAL MICROBIOLOGICA
MnO Mangonosita
Mn(OH) 2 Pirocroita
Mny,04. HoO Manganita 37 : ’ +
Mn30b Hausmanita o B S =
MnO, Polianita o pirolusita S +
3 Mn203MnS:L()2 Braunita
Mn,(810,), Teproita i
(Mn, Fe,),(510 ) Manganfayelita o knebelita -
(Mn, Fe, Ca)(Si0,) Rodonita
(Mn, Fe,) (5103) Piromangita
MnSAIZ(S‘tO‘o)S Espesartita
Bar‘lnMnsOl6 (OH)h Silomelana
(Fe, Zn, Mn)(Fe,Mn),0, Franclinita
MnS Albandita
MnCO4 Rodocrosita
MnA}.zO[. Galaxita
MnFeO, Jacabsita
LiHn(PO“) Litfofilita

Tabla No. 16 . Principales minerales de Manganeso y su relaﬁr 1]
logica (101). S

forma de nddulos, la composicidn principal de estos nddulos es la pirolu-
sita. Se ha encontrado (145), que en los depSsitos marinos del mineral estan
localizados en el Oc&ano Atlintico, con un contenido aproximado en manga-
neso del 20%. La generacidn de_los n6dulos en el suelo marino es aun des-—
conocida, aunque la mayoria de los resultados de diversos estudios(112,115,
123), hace suponer un mecanismo bioquimico llevado a cabo por el metabolis-—

mo de los microorganismos. La accidn microbiana sobre los minerales de man-
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ganeso, se ha enfocado principalmente al género Thiobacillus; los cultivos
de estas bacterias que han sido usados para recobrar el manganeso de las --—
minas con bajo contenido en el metal, también se han reportado como posi-
bles responsables de la formacién de los nddulos (145). Las bacterias oxida
doras de azufre producen suficiente Acido sulfiirico, lo que favorece la oxi-
~dacidén de azufre, que a su vez reduce al manganesc del mineral pirolusita a
un compuesto sbluble come el MnSO4. Cerca del 60-70% del mineral extraido se
realiza en un periodo de tiempo de 9 dias con una temperatura de 30°C; en la
extraccidn se adiciona azufre, sulfato ferrosoc y fosfato de potasio con la
finalidad de favorecer el desarrollo bacteriano y las. condiciones reductoras

del medio ambiente. La reaccidn gque se lleva a cabo para la extraccidn se

puede representar como:

e . + +
MnO2 + 8° + 2.5 02 HZO » MnSO4 Hz SO4
Los minerales de manganeso al igual que los de fierro, son atacados por
una gran variedad de microorganismos entre los que destacan: Algunas especies

de Arthrobacter, Bacillus y Pseudomonas. Con estas especies se ha obtenido

un rendimiento cerca del 70-80% en un-;apso de 90-100 dias. El manganeso es
extr¥aido con métodos gquimicos favoreciendo las condiciones que afectan la
vida bacteriana, siendo asi un m&todo gque requiere menos control en las --
condiciones de operacidn. Los minerales piromanganita, rodonita, Jjacobsita
son separados con una solucidn de sulfato ferroso y didxido de manganeso

produciendoc la reaccidn:

Fez(so + 3 MnSO, + 4 Fe(OH)3

6 FeSO4 + MnO2 + 6 Hzo . 4)3 4

El sulfato férrico precipita, excepto bajo condiciones altamente Acidas
mientras el sulfato de manganeso II, se mantiene en solucidn y es llevado en

la fase acuosa y de ahi es recuperado.

B.2.e.) Extraccidn de zinc(68,71,81,106,123,133,145). En los tiempos anti-

guos el zinc no fue reconocido como elemento sino que se identificd como
un costituyente de las aleaciones de cobre y bronce. El t&rmino cadmis se
aplic8 a los minerales de zinc y para los productos obtenidos en los hox-
nos de los minerales (principalmente oxidos) . Probablemente los chinos fue-

rén los primeros en extraer al zinc como metal. La corteza terrestre con-
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tiene aproximadamente C.004% de zinc, el cual as menor que los estimados

para otros metales como el zirconio,vanadio, titanio, y estroncio.

El zinc es un catidn positivo en la mayoria de los casos que se combina
Y se encuentra en la naturaleza; se compleja f3cilmente con el azufre para

formar la esfalerita que contiene aproximadamente un 67% de zinc.

La esfalerita es importante por su abundancia en los depSsitos y ademis
es fuente secundaria de cadmio y en menor grado de indio, galio, y germanio;
los minerales asociados generalmente son la galena, pirita, marcasita, cal-
copirita, simitsonita, calcocita y dolmita. La cantidad de fierro presente
en la esfalerita esta relacionada con la temperatura de formacidén del mine-
ral por lo que es usada como un térmometro geoldgico, esto es: bajo conte-
nido de fierro y manganeso son prueba de una formacidn a baja temperatura,
por otro lado las altas concentraciones indican las condiciones inversas.

En la Tabla No.l7 se muestran los principales minerales de zinc.

Las condiciones Optimas para la lixiviacidn del zinc son: Temperatura de
30°C, pH=2.0-2.5 unidades, aireacidn moderada, utilizacién de un medioc de
cultivo como el descrito por Noboru y Tomizuka (132) para otras extracciones

ya mencionadas en este capitulo.

COMPOSICION QUIMICA M I NE R AL
Zns Esfalerita o wu;ﬁzi:a
Zno Zinecitrta
ZnCO3 Esmitomita .

Zn, (510,) v Willemita '
2n,,. (OR), (51,07).H,0 ;Henjxirfqurfbicg

Tabla No. Minerales dé Zinc ‘econémica parael’hon
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RESUMEN

En el presente trabajo de revisidn monogrdfica se ha mostrado la in-

formacidn sobre el comportamiento bioquimico y fisiolégico de bacterias

quimiolitétrofas. Dentro de este panorama los puntos miAs sobresalientes

son:

1.-

ProblemiAtica para la denominacidn de los grupos nutricionales, uti
lizando los términos autdtrofo y heterdtrofo con su significado

tradicional. Al respecto se ha propuesto un cambio sustancial para
el significado de dichos términos, asi como también para la denomi-

nacién de los grupos nutricilonales.

La asimilacidn de compuestos orga@nicos por las bacterias quimioli-
tétrofas es una accidén comprobada, lo que ha provocado qde los
cientificos relacionados con este tema de la microbiologfa hayan
realizado estudios con la fiﬁalidad de dar respuesta a las interro
gantes:

iClial es el papel metabdlico de los compuestos orginicos asimilados
por las bacterilas quimiolitdtrofas?

(Cémo funciona el transporte a nivel de membrana en esta clase de

bacterias?

La obtencidn de energfa y poder reductor por las bacterias quimio-
litdtrofas es un punto muy importante, que ha sido expuesto en es-—
te trabajo. Los artfculos consultados nos reportan un mecanismo

muy particular para este fin al cual han llamado "Reserva del Trans

porte ElectrSnico en la Cadena Respiratoria".

4.- La utilidad de las bacterias del nitrdgeno y del azufre en la

agricultura y minerfa, ha sido el motivo de que se realicen estu-
dios con la finalidad de: aislar y mejorar cepas para la recupera-
cidén de suelos alcalinos y mantenimiento del grado de nitrificacidn

en los suelos que son utilizados para el cultivo.
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Con lo que respecta a la minerfa, los estudios se han enfocado
en la determinacidn de los factores que afectan y favorecen la
lixiviacién microbiana, asi como también los mecanismos bioqui

micos por los cuales se lleva a cabo dicho proceso.

Los estudios realizados sobre los aspectos arriba mencionados han
ido formando eslabones que en algunas ocasiones no sé ha podido determinar
su lugar correcto en una cadena, que aclare en definitivz la fisiologia
y el metabolismo de las bacterias quimiolitdtrofas, lo que ha originado

controversias que seguramente, pronto.serdn resueltas.

Lo que sI puedo decir, sin miedo a equivocarme, es que las bacterias
quimiolitStrofas son un campo de investigacidn muy importante, de donde
se puede obtener una nueva visidn de la fisiologfa y bioquimica micro-
biana. Con lo que respecta a su aplicacidn, &stas bacterias son una he-

rramienta muy Gtil em la agricultura y en la minerfa.
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ABREVIATURAS

Monofosfato de Adenosin

Acido 3;fosfoglicérico
Trifosfato de Adenosin

Compuesto de un dtomo de carbono
Compuesto de dos dtomos de carbbno
Embden—-Meyerhof-Parnas
Entner-Doudoroff

Flavin Adenil Dinucléotido
Fructosa l,6~difosfato

Glucosa 6-fosfato

Nicotin Adenin Dinucléotido
3—fosfato gliceraldehido

Beta polihidroxiburato
Fosforribulocinasa

Ribulosa difosfato carboxilasa
Ribulosa 5-fosfato

Ribulosa 1,5~fosfato
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