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l. INTRODUCC ION.

Las bacterias ferroxidantes fueron aisladas y caracterizadas por
primera vez por Colmer et al. (1947), a partir de aguas dcidas de minas

de carbdn bituminoso. Otros investigadores, Bryner et ;l. (1954), (1959)
y Beck (1960), las aislaron de aguas dcidas provenientes de minas de co--
bre encontrdndolas, ademds, relacionadas con depdsitos de otros sul furos
metalicos.

El habitat de éste grupo de bacterias se ha caracterizado por pre-
sentar concentraciones relativamente altas de sulfatos de fierro ferroso,
aluminio y magnesio, asi como una elevada dcidez.

Colmer et al (1951) clasifican taxondmicamente por primera vez es

tas bacterias, reportdndolas bajo el nombre de Thiobacillus ferrooxidans.

Estos thfoﬁacilli oxidan el fierro ferroso vigorosamente a un pH sumamen-
te dcido, en el cual resulta muy dificil las oxidacion provocada por el
oxigeno del aire.

Los estudios de Leathen (1956) originaron una division en la clasi
ficacién de estas bacterias, dando lugar a la creacidn del género Ferroba

cillus con las especies ferrooxidans y sulfooxidans.

Esta divisidn se basé en la distinta capacidad que tiene cada wuna
de las especies para oxidar iones ferrosos, tiosul fato, o azufre elemen--

tal, quedando establecido que, Thiobacillus ferrooxidans capaz de crecer

en medios de cultivo que contienen tiosulfato, fierro ferroso, o azufre -
como fuentes de energia Colmer et al. (1950), Temple et al. (1951) .

Ferrobacillus ferrooxidans es incapaz de crecer en un medio que

contenga azufre, o tiosulfato, Leathen et al . (1956). Sin embargo, crece

en presencia de fierro ferroso, Leathen et al. (1954); y Ferrobacillus -

sul fooxidans que posee la capacidad de oxidar el azufre elemental y tio--
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sulfato, ademds del ién ferroso, Kinsel (1960), Beck (1960).
Entre otros autores, Unz et al. (1960), planteardn la necesidad de
una revisién taxondmica de estas tres especies y propusierén que el géne-

ro Ferrobacillus, décima categoria genérica de la familia Siderocapsacea,

con las especies ferrooxidans y sulfooxidans, se aboliera y colocara den-

tro del género Thiobacillus, quinto género de la familia Thiobacteriaceae,
con una sola especie, ferrooxidans.

Actualmente ésta revisién ha sido realizada y aparece en Bergey -
(1974). La importancia de la aplicacidn de las bacterias ferrooxidantes
del género Thiobacillus ha sido enfocada, en los dltimos afos, principal-
mente hacia la biolixiviacién microbioldgica de minerales de baja ley, -
destacando aquellos orientados hacia el beneficio de cobre, Bryner et al.

(1958), Hiromichi et al. (1976); zinc, Duncan (1964); niquel, Duncan --

(1967); cobalto, Moshayata et al. (1976), molibdeno y uranio, Macgregor
(1966), entre otros minerales.

En el presente trabajo se estudian algunas de las caracteristicas
fisioldgicas y culturales de tres cepasde bacterias ferrooxidantes aisladas
a partir de ambientes mexicanos, con el propdsito de que el conocimiento
de sus caracteristicas mds sobresalientes y las condiciones Sptimas decul
tivo, permitan utilizarlas en trabajos futuros sobre biolixiviacién de mi
nerales.

La falta de trabajés publicados en nuestro pais relativos al aisla
_miento, caracterizacidn y estudio fisiolégico de bacterias de este género

motivé, aln mds, el interés por la realizacidn de la presente investiga--

cion.
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. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. Distribucion de Thiobacillus ferrooxidans en la Naturaleza.

Estas bacterias quimioautdtroficas, capaces de oxidar fierro ferro
so, se han aislado de numerosos lugares asocidndoseles a menudo con habi-
tats tales como: A) minas de carbon bituminoso, B) aguas dcidas de minas
de cobre, C) depdsitos de sulfuros metdlicos, D) suelos.

A) Las aguas de minas de carbon se caracterizan por la relativa al
ta concentracidn de sulfato de fierro ferroso, manganeso, asi como de alu
minio entre otros compuestos importantes.' La acidez de las agua de minas
se debe al contenido, relativamente alto, de acido sulfdrico; Hodges (1937)
en Kuznetov et al. (1963), citéd los siguientes valores de pH caracteristi
cos de aguas de minas de Pensilvania (EEUU), 1.7, 2.0, 2.1, 2.9, 3.3y -
5.5, los cuales indican la alta acidez que caracteriza a las aguas prove-
nientes de estas minas.

Kuznetov et al. (1963), sefialaron que las regiones que presentan -
un alto contenido en carbén bituminoso, constiﬁuyen el ambiente natural -

de las bacterias ferrooxidantes del género Thiobacillus y, en especial,

de Thiobacillus ferrooxidans. Entre los autores que reportan la presen--

cia de Thiobacillus ferrooxidans en este habitat estan: Colmer et al. --

(1950), Temple et al. (1951), Ashmeed (1955), este Gltimo autor aislo es-
ta bacteria de minas de carbdn en Escocia; Leathen et al. (1956) Fjerding

t al. (1963) la aislé de minas de carbodn locali-

stad (1956) en Kuznetov
zadas en la parte oeste de Dinamarca; Lyalikova et al. (1959) en Kuzntov-
et al. (1963), aislaron este tipo de bacterias a partir de minas de_car--
bdn en Mosci y en el Valle de Kiselov (URRS). Las aguas de estas minas,

de acuerdo a Lyalikova et al. (1959), tuvieron un contenido mayor de 100

mg/1 de sulfatos y 320 mg/l de fierro, con un pH dcido, siendo estas con-
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diciones muy favorables para el desarrollo de las bacterias ferrooxidan--
tes.
Kinsel (1960) y Unz et al. (1960), reportaron la existencia de Fe-

rrobacillus sulfooxidans, Ferrobacillus ferrooxidans y Thiobacillus fe--

rrooxidans en aguas acidas de una mina de carbdn de Pensilvania (EEUU).
B) La presencia de bacterias ferrooxidantes pertenecientes al géne
ro Thiobacillus en minas de cobre, ha sido reportada por: Bryner et al.

(1954); quien fué el primero que aislé Thiobacillus ferrooxidans a partir

de aguas dcidas residuales, provenientes de minas de cobre localizadas en
Bigham Canyon Utah (EEUU).

t al. (1958), las aislaron a partir de minas de cobre de -

Bryner
Cananea, Sonora (México). Zimmerley (1959) en Kuznetov et al. (1963), men
cioné este mismo tipo de bacterias aisladas también de aguas dcidas de mi
nas de cobre mexicanas. Rhuasen (1958) en Kuznetov et al. (1963), lasais

16 de la mina Outokumbo al norte de Karelia (URRS). Lyalikova (1959), -

(1960), (1961), y (1962), en Kuznetov et al. (1963), las localizé en aguas

de afluentes y en aguas estancadas en la region de Barok y Yoroslavi Obla
st (URRS), detectandose en estas aguas, pequefias concentraciones de sulfu
ro de hidrégeno y fierro, y un pH de 6.5; estos investigadores piensan -
que un pH mds dcido provoca la existencia de microzonas en las cuales T.
ferrooxidans se desarrolla y el fierro estd como i6n ferroso debido a la
presencia de sulfuro de hidrégeno.

Beck (1960), es otro autor que reporto la existencia de este mismo
tipo de bacterias en el mismo ambiente, Audesley et al. (1961), encontra
ron estas bacterias en una mina de cobre en Inglaterra. Kramenko (1962),

las aislé de la mina Dzhezkazgan URRS y Lazarroff (1962) de una mina de

ColumBiE Britdnica, Cdnada.
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C) En depdsitos de minerales sulfurosos este tipo de bacterias han

sido aisladas por Lyalikova (1959), (1960), (1961), en Kuznetov et al. -

(1963); este investigador describié la presencia de Thiobacillus ferrooxi

dans en depésitos de minerales de cobre y niquel en la URRS. Kramenko --
(1962), Moshnya et al. (1971), Brock (1974), la aislardn a partir de mez-
clas de materiales piriticos de plomo y zinc, localizados en Wisconsin,
EEUU.

D) Gleen (1950), observé la oxidacidn de sulfato ferroso en el sue

lo debido a la accién de bacterias ferrooxidantes del género Thiobacillus,

sin embargo, no mencioné el tipo de suelos con los que trabajé.

2. Antecedentes Taxdénomicos y Caracteristicas de las bacterias fe-

rrooxidantes del género Thiobacillus.

Debido a la estrecha semejanza de cardcteres, tanto morfoldgicos
como fisioldgicos, es dificil la diferenciacion de las bacterias ferrooxi
dantes en especies, o aln, establecer la validez de ésta. De ahi que, en
los Gltimos afios, la taxonomia de los thiobacilli ferrooxidantes ha resul
tado de interés y ha sido estudiada, entre otros investigadores, por Hut--
chinson et al. (1965, 1966, 1967); Beer et al. utilizarén un andlisis ni-
merico multivariable, basado en cerca de 100 o mds propiedades fenotipi--
cas de una pequefia porcidén del genoma bacteriano. Este método no permite
adecuadas interpretaciones, ya que no relaciona directamente todas las es
pecies del género Thiobacillus, siendo algunas anaerobias, aerobias, aci-
défilas o bién basofilas.

Otra forma de estudiar las interrelaciones entre microorganismos -
de este género, es comparando la composicién base de su complemento de --

DNA. Este método tiene una ventaja sobre el andlisis multivariable, ya -

que la composicién de los thiobacilli puede hacerse directamente sobre las
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bases del genoma. Esto ha sido comprobado experimentalmente por Jackson
et al. (1968), quienes extrajeron el DNA de varias especies de Thiobaci--

1lus, y examinarén la composicion del DNA de catorce cepas auténticas del

género Thiobacillus, entre las cuales estdn: T. ferrooxidans, T. thiopa--

rus, T. thiooxidans, T. concretivorus, T. neapolitanus, T. thicianooxi===

dans, T. dinitrificans, T. novellus, y T. trautwenii. En el examen de la
composicién del DNA de estas cepas se encontro una variacién en la rela--
cién G + C (guanina + cftosina) de],51 al 68 % mol, El porcentaje pa-
ra distintas cepas es el siguiente: T. thiooxidans y T. concretivorus de

51 a 52; T. neapolitanus y T. ferrooxidans de 56 a 57; T. thioparus, T.

thiocianooxidans, T. denitrificans, T. novellus y T. trauweinii de 62 a

68 % mol. De esta manera la introduccidn al estudio de la composicidn ba
se Agate et al. (1973), publicarén una clasificacion para los thiobaci~
11i basada en el distinto contenido de 1ipidos que posee cada miembro -
del género. Estas diferencias se determinaron por la variacion en el con
tenido de dcidos grasos metil esteres (perfil FAME).

Clasificacién del género Thiobacillus basado en el contenido de nu

cledtidos y lipidos.

Fracciones G + C del DNA

Perfil FAME 50-52 moles % 56-57 moles % 62-68 moles % Noddetermi
nado.

. neapolitanus
ferrooxidans

tipo |

qula

tipo Il T. thioparus T. denitri-
T. novellus ficans

T. interme -
dius

tipo 111 TI. thiooxidans T. perometa-
bolis
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Los primeros estudios realizados acerca de bacterias ferrooxidan--

tes pertenecientes al género Thiobacillus, fueron realizados por Colmer -

1. (1947). Estos investigadores llegaron al descubrimiento de T. fe-

et
rrooxidans, en forma accidental, durante el estudio de otra especie de es
te género T. thiooxidans, especie que normalmente habita las aguas &acidas
provenientes de minas de carbon bituminoso.

En sus estudios, estos investigadores encontraron que las aguas de
mina se caracterizaban por contener sulfato ferroso el cual, al ser oxida
do a sales férricas, les conferia un color rojizo caracteristico. Bdsan-
dose en pruebas con antisépticos como cloruro mercirico, fenol y formalde
hido, llegaron a la cqnclusidn que la oxidacidn ocurrida en las aguas de
minas era de origen bioldgico, excluyendo una posible oxidacién quimica -
del idn ferroso en este ambiente, Ambos autores descartaron a Thiobaci--

llus thiooxidans como el posible responsable de ésta oxidacién, ya que

esta bacteria actua solo sobre el azufre, transformandolo en dcido sulfi-
rico; causante de la acidez de estas aguas de minas. En base a esto, pre
sumierdén la presencia de otro tipo de bacterias que podrian utilizar al
sulfato ferroso de este habitat dacido.

Colmer et al. (1947) caracteriza a estas bacterias como: gran nega
tivas, redondas, no esporuladas, con un tamafio de 0.4 x 0.8 a 1.0 micras;
Ilegando a la conclusidn que esta nueva especie del género Thiobacillus
era capaz de realizar la oxidacion del Fe2+ por la siguiente reaccion:
FeSoOy + 2H2504 &y = 2Fe2(504)3 + 2H,0

Sin embargo, estos autores no logrardn identificar y caracterizar
completamente a esta nueva especie. Estos mismos autores (Colmer et al.

(1951), sugirierdén el nombre de Thiobacillus ferrooxidans para este tipo

de bacterias, describiendo la morfologia colonial de esta bacteria, en me

dio agar-fierro ferroso, la cual varié en su morfologia de acuerdo a la
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concentracién del sulfato ferroso del medio sélido, resultando colonias
de color ambar, redondas cuando se usaron bajas concentraciones de Fe2+.
Mientras que a moderadas concentraciones las colonias presentaron una zo-
na de color ambar que revelé la presencia de colonias lobuladas, microscé
picas, con dreas coloridas, cubiertas con hidroxido férrico hidratado. =~
Estos mismos investigadores informaron que, a elevadas concentraciones de
fierro ferroso, se observaron colonias abundantes que llegaron a presen--
tar una costra dura de 6xido férrico hjdratado.

Leathen (1952), aisld una bact;ria de aguas dcidas de minas lacual
bdsicamente no mostré diferencias morfoldgicas a la aislada por Colmer -~
et al. (1947), sin embargo, este autor encontré las siguientes nuevas ca-
racteristicas: tamafio de 0.6 a 1.0 micras, mévil, con posible flagelo po-
lar. Este investigador reporté una activa movilidad en esta especie la
cual, en estudios posteriores realizados por Silverman et al. (1959), no
fue confirmada.

Leathen (1952), utilizando silica gel con fierro ferroso, observd
colonias semejantes a huevos, elevadas; de color que variaba desde el cre
ma al pardo rojizo cuando jovenes, mientras que las colonias viejas se =~
convierten en granulares y de color pardo obscuro. Este investigador lle
go a la con“luién que la nueva bacteria aislada por ellos, oxidaba fie--

rro ferroso dentro de los mismos valores de pH (2.0 - 4.5), que los infor

mados para Thiobacillus ferrooxidans. Sin embargo, la nueva especie ais-

lada era capaz de crecer en hiposulfito. En base a ésta nueva caracteris
tica fisioldgica presente en esta especie ferrooxidante, Leathen et al.

(1952), designé a esta bacteria con el nombre de Ferrobacillus ferrooxi--

dans.
De acuerdo con estos investigadores, el género Ferrobacillus (per-

teneciente a la familia Siderocapsaceae) se creo para separar a los thio
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bacilli, que oxidan fierro ferroso, de los oxidadores del azufre.
Temple et al. (1953) en sus estudios de caracterizacidn de Thioba-

cillus ferrooxidans, indicaron nuevamente la habilidad de ésta especie pa

ra oxidar rdpidamente iones ferrosos en soluciones acidas y, ademds, indi
cardn la capacidad de ésta bacteria para crecer en medio de cultivo inor-
génicos conteniendo tiosulfato, pero incapaces de crecer en azufre elemen

tal.

t al. (1958), comprobaron los datos microscépicos obteni-

Bryner

dos por Colmer et al. (1947, 1951) y Leathen et al. (1952, 1954).

Silverman et al. 1959), reportardn que, por lo regular, las célu-

las bacterianas de T. ferrooxidans fuerdn dificiles de tefir, tifiiendose

escasamente con carbol fuscina, safranina, verde malaquita, cristal viole
ta, azll violeta, café de bismarck o anilina azil. La presencia de flage
los fue comprobada por estos autores, sin embargo, detectaron una débil
movilidad durante la cuenta célular, asi como una débil pero significante
oxidacién de azufre en medio de cultivos lfquidos.

Beck (1960), reportd una bacteria andloga a T. ferrooxidans, de -
0.5 a 0.7 micras de didametro. Para sus tinciones utilizé células de cul-
tivos liquidos, encontrando que las células se tefifan debilmente con colo
rantes bdsicos y muy fuertemente con colorantes acidos.

Unz et al. (1960), encontrardn caracteristicas andlogas para ésta
especie, ampliando la escala de tamafio de ésta especie a 1.5 micras y no-
tando, también movilidad en las células, la cual fué observada en células
de cultivos jovenes con azufre o tiosulfato como fuente de energia. Es--
tos autores sefialaron que al tratarse las células bacterianas con nigrosi
na se tifierdn con dificultad y que la presencia de colonias microscépi--
cas de T. ferrooxidans, obtenidas en el medio de cultivo sélido 9k-Fe2+-

agar, indican el escaso éxito que obtuvieron en este medio de cultivo --

solido.
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Kinsel (1960) aisld una nueva especie bacteriana, Ferrobacillus -
sul fooxidans, describiendola como una bacteria gram negativa, con un tama
fio de 0.5 por 1.0 a 1.5 micras, no esporulada y mévil. La presencia de
flagelos no pudo ser detectada por el uso de tinciones simples. Las colo

nias de Ferrobacillus sulfooxidans en el medio de fierro-agar se definie-

ron de forma circular, con margen entero, observandose, en el centro de la
colonia, un drea roja y elevada o punto obscuro de fierro oxidado. Mien=
tras que en medio tiosulfato-agar las colonias fuerdn claras, irregulares
con margen ondulado, sin material preeipitado en o alrededor de las colo-
nias.

Lundgren et al. (1964), Remsen et al. (1966), Mohoney et al. (1964),

indicarén que Thiobacillus ferrooxidans posee una estructura andloga a

algunas bacterias heterdtrofas gram negativas.

Shafia et al. (1969), utilizando modificaciongs del medio 9k 1iqui
do Silverman et al. (1959), logré un medio a base de glucosa, al que deno
minarén FeG (medio 1iquido Fezfglucosa suplementado con una solucién de
FeSOh. 7Ho0 al 2 %).

Dichos autores reportaron el crecimiento de células de Ferrobaci--

1lus ferrooxidans adaptadas a glucosa, después de una incubacién de cua--

tro dias en medio sélido y en condiciones de himedad controlada, obtuvie-
rén colonias circulares, de 1 a 2 mm de didmetro, himedas, convexas, bri=-
Ilantes, con bordes enteros, siendo desde ligeramente rosadas a fuertemen
~ te rosadas, lo cual dependié de la edad del cultivo analizado. Las carac
teristicas microscépicas de éstas células crecidas en glucosa, difieren

de las crecidas autotréficamente, las cuales tienden a ser células en for
ma de cocobacilos, de 0.8 a 1.2 por 1.2 a 2.0 micras de largo, frecuente-

mente en peres y, ocasionalmente, en cadenas cortas de 4 a 5 células, con

una vacuola contrdctil la cual se tife eventualmente.
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El crecimiento heterotréfico de Ferrobacillus ferrooxidans indica,

de acuerdo a las caracteristicas tintoreales, que es un acidéfilo obliga-
do.
Lacey et al. (1970), empleando microscopia Sptica con una resolu--

cién méxima de 2500 R, reportardn que Thiobacillus ferrooxidans es real--

mente visible bajo un poder de resolucién de 1000 A. En sus observacio--
nes con microscopio e]ectrénicq, estos investigadores encontrardn que los
thiobacilli ferrooxidantes son visibles bajo un poder de resolucién de -
200 a 4000 A.

La microscopia electrdnica ha permitido ratificar las observacio--
nes de Leathen et al. (1951), en cuanto a que T. ferrooxidans posee un -
flagelo polar. Kuznetov et al. (1963) y Avaykyan et al. (1970), en sus -
estudios de microscopia electrdnica utilizando poderes de resolucién de
L4500°A, indicardn que las células de T. ferrooxidans presentan inclusio--
nes de 2 a 3 cuerpos redondos cuyo tamafio puede ser de 160 a 190 R las -
cuales, de acuerdo a su tamafio, pueden corresponder a ribosomas.

Estos mismos autores también reportaron la presencia de grandes in
clusiones con dimensiones de 100 a 800 x 500 a 700 R, que se asociaron, -
en su mayoria, con el aparato niclear.

Existen también inclusiones de 700 a 1300 x 2600 R, cubiertas por
membranas cuya naturaleza y funcidn se desconoce, sin embargo, estos auto
res han propuesto que se trata de inclusiones de 200 a 300 R conteniendo,
probablemente, polimetafosfatos.

Estos autores propusierén, ademds, que la estructura de T. ferrooxi
dans no es estrictamente igual a la que presentan otras bacterias gram

negativas.

La pared celular de las bacterias gram negativas de diferentes gru
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pos, poseen un nimero variable de capas osmofilicas y osmofébicas. Debi-
do a esto, se ha observado que T. ferrooxidans y T. thiooxidans, de acuer
do a la naturaleza de la estructura que presentan sus paredes célulares,

se encuentran intimamente relacionadas entre si, asi como con la pared cé

lular de E. Coli, Nitrobacter y Nitrosomonas (Avakyan et al. (1970). Es-

tos mismos investigadores observaron en celulas de T. ferrooxidans tefi--
das, una capa densa intermedia caracteristica de las bacterias gram nega-
tivas, la cual confirma los resultados obtenidos afios antes por Colmer -
et al. (1947), Leathen et al. (1951) ;‘Beck (1960) .

De acuerdo con Murray et al. (1965), (en Avaykan et al.(1970), in-
dican que esta capa intermedia se comporta como si fuera el sito princi--
pal de mucopéptidos de la pared celular (el mucopolimero), y representa
los componentes que determinan la rigidez y forma de la célula. Ademds,
estos investigadores indican que es posible que ésta capa tenga un impor-
tante papel en la permeabilidad célular. Sin embargo, la fina estructura
y funciones de la pared célular de T. ferrooxidans, asi como en otras bac
terias, adn no se han resuelto. Sobre la membrana plasmdtica de este mi-
croorganismo, estos investigadores reportarén que es andloga a la de otras
bacterias gram negativas, constituidas por tres capas; dos electré -~ den--
sas de aproximadamente 15 a 20 A, y una electré - transparente de 20 a --
25 & de espesor.

t al. (1970), encontraron que las membranas intracelulares

Avaykan
~de T. ferrooxidans, son estructuras que rodean el protoplasma y que ellas,
probablemente representan paquetes de membranas asociados con la membrana
plasmdtica o con una prolongacién de ella y que, posiblemente, estas mem-
branas sean auténomas y correspondan al lugar donde se efectda la sinte--
sis de novo en cada célula.

Estos autores creen, ademds, que estas estructuras de la membrana
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de T. ferrooxidans son similares a las estructuras que presentan las bac-
terias fotosintéticas o a las estructuras de la membrana presente en bac-
terias nitrificantes y en aquellas que llevan a cabo oxidaciones. Estos
autores establecierdn que, quizd, la presencia de éstas estructuras de la
membrana, altamente desarrolladas en estas bacterias, puedan estar relacio
nadas con la forma de vida quimioautotréfica o a.la fotoautotrofica, debi
do a que las enzimas responsables de la oxidacién de sustancias inorgani=
cas como azufre y sales ferrosas, pueden localizarse en estas membranas.

El aparato niclear de Thiobacillus ferrooxidans se caracteriza por

un considerable polimorfismo celular, el cual puede explicarse por el paso
de la bacteria a travéz de etapas en su desarrollo. Las células jovenes
crecen intensamente, se dividen por constriccidon, siendo el proceso prin-
cipal por el cual se divide este tipo de bacterias. Kuznetov et al. (1963)
indicé la divisién lateral como el tipo de reproduccién que lleva a cabo
T. ferrooxidans.

Avaykan et al. (1970) observaron, también cambios en el medio ambi

ente, los cuales provocaron cambios en la citologia y morfologia célular.

2.1 Consideraciones Taxondmicas actuales.

Por lo que se refiere especificamente a los thiobacilli ferrooxidan
tes, entre otros autores, Unz et al. (1960), consideraron necesaria una -
nueva revisién taxondmica, debido a que indicaron la capacidad que posee

Thiobacillus ferrooxidans para utilizar azufre elemental, y a la habili--

dad de Ferrobacillus ferrooxidans para llevar a cabo la oxidacidn, tanto

de azufre elemental como de tiosulfato.
Debido a que ambas bacterias son indistinguibles morfologicamente,
su diferenciacién se ha basado en sus necesidades nutricionales, sin em-=

bargo, Unz et al. (1960), indican que estos factores no son suficientes.
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Ferrobacillus ferrooxidans parece diferir de Thiobacillus ferrooxidans,

sélo en el grado en que cada una de las bacterias Gtiliza el tiosulfato.

Thiobacillus ferrooxidans, de acuerdo a algunos autores, es capaz de oxi-

dar tiosulfato de sodio.
Kinsel (1960), aislé e identifico otra especie ferrooxidante, a la

cual denominé Ferrobacillus sulfooxidans, este nuevo tipo de bacterias di

fiere de Thiobacillus ferrooxidans y Ferroobacillus ferrooxidans, en su

2+

habilidad por oxidar, ademds Fe“", azufre alemental con lo cual se parece

a Thiobacillus thiooxidans.

Estas analogias, tanto morfoldgicas como fisiélogicas, confirmaron
la necesidad de la revisidn taxondmica de este tipo de bacterias ferrooxi
dantes las cuales, en un principio, se clasificaron en tres géneros dis--

tintos y pertenecientes a dos familias, Thiobacillus ferrooxidans (quinto

género de la familia Thiobacteriaceae) y Ferrobacillus (décima categoria
génerica de la familia Siderocapsaceae) con las especies ferrooxidans y -
sulfooxidans.

Unz et al. (1960), indicaron la necesidad de la desaparicion de es
te Gltimo género y su incorporacion dentro del género Thiobacillus.

Esta nueva revisién aparece en Bergey (1974), indicandose que las

especies Ferrobacillus ferrooxidans y Ferrobacillus sul fooxidans han que-

dado integradas al género Thiobacillus como dos variedades de Thiobacillus

ferrooxidans.
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2.2. Caracteristicas Fisioldgicas.

2.2.1. Autotrofismo.

Winogradasky (1949), fué el primero que definid el autotrofismo -
obligado. Las definiciones pueden ser agrupadas bajo las tres siguientes
posibilidades: 1) organismo que crece con una fuente de energia inorgani-
ca; 2) crecimiento con diéxido de carbono, como lnica fuente de carbono;
y 3) crecimiento con fuente de energia inorgdnica y carbono inorgénico, -
en un medio completamente mineral Rose et al. (1969).

2.2.2. Mecanismo de oxidacidn del Fe2+.

Colmer et al. (1951), Beck (1958) y Silverman et al. (1959), a tra
véz de estudios manométr icos concluyerdn que las bacterias oxidantes de -
fierro ferroso, actdan como sustrato (sulfato ferroso), llevando a cabo
la siguiente reaccion: 4FeSO4 + 0y + 2HpS50, — 2Fe2(504)3 + 2H,0 (1)

De acuerdo con Silverman et al. (1959), el sulfato férrico formado
reacciona para formar un precipitado de Fe(OH)3. Esto sucede si hay una -
cantidad adecuada de agua y si el pH es adecuado (zajic et al. (1969).

Beck (1958) y Silverman et al. (1959), encontraron que el intercam
bio de 0, resultdé entre 92.7 y 101.8 % durante el crecimiento de F. ferro
oxidans, en el medio 9k.

Silverman et al. (1959), observé que la actividad de suspensiones

célulares de bacterias ferrooxidantes no se inhibia al aumentar la concen

tracion de Fe2+,

si no que, por lo contrario, se incrementaba la veloci--
dad de oxidacidn del Fe2* (residual), lo cual se interpreto como un aumen
to en el 02 intercambiado. Estos autores encontraron que la concentracicn
de 9000 ppm de Fe2+ resulto ser la que produjo mejor crecimiento de F. fe-
rrooxidans, pero que a concentraciones mayores se provoco una disminucidn

en el crecimiento bacteriano interpretado como una reduccién en el inter-

cambio de 02.



2 16.=

Beck (1960), a travéz de sus estudios manométricos, indicé que las
bacterias ferrooxidantes, cuando se Gtilizan en suspensiones célulares, -
son capaces de oxidar fierro ferroso, la reaccion (1) es modificada datili
zando solamente 1/2 de la molécula de 0,.

2Fes0), + H,S0, + 1/2 0, — Fep(S04)3 + Hy0 (2)
Se indica que la velocidad de oxidacién del sustrato reducido --
e2+) es independiente de la concentracién de dicho sustrato, Emplean

(F

do radioisotopos el testigo indico un intercambio de 02, de igual manera

se detectd una oxidacidn del idn ferrggo en este mismo testigo; a diferen
cia de lo observado en cultivos marcados e inoculados en los cuales, des-
pués de un periodo de 3 horas, las suspensiones célulares indicarén una -

elevada velocidad de intercambio de 02-

Kinsel (1960), para probar la autotrofia de Ferrobacillus sulfooxi—

dans, empled cultivos cuya dnica fuente de carbono fué CO2 y sulfato fe-
rroso como fuente de energia; la autora observé que estas bacterias son -
capaces de oxidar al Fe2+ bajo estas condiciones, pero incapaces de hacer

lo bajo una dtmosfera libre de CO,.

2.2.3 Mecanismo de oxidacién del Azufre.

Es necesario indicar que adn no existe un mecanismo conocido que -
explique el proceso por el cual, bacterias ferrooxidantes como Thiobaci--

l1lus ferrooxidans oxidan el azufre elemental obteniendo, de ésta manera,

la energia necesaria para el desempefio de sus actividades metabdlicas.
Sin embargo, exisfen algunos pasos metabdlicos conocidos por los cuales,
bacterias de este mismo género como T. thiooxidans (las cuales son incapa
ces de crecer en presencia de fierro ferroso), llevan a cabo la oxidacidn
del azufre.

El mecanismo de ataque bacteriano al azufre elemental no se conoce
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completamente. Vogler et al. (1941), investigardn el efecto de algunos -
agentes tensoactivos en la oxidacion del azufre por bacterias como T. --
thiooxidans, analizaron la relacién entre el tamafio de la particula del
azufre y su paso a travéz de una membrana de didlisis observando ademds,

el comportamient§ microscépico de éstas bacterias en presencia de azufre,
estos autores concluyerdn que se requiere un contacto directo entre el -

azufre y la bacteria para que selleve a cabo la oxidacidn microbioldgica.

Umbreit et

et al.

(1942), considerdron que después del contacto entre
el azufre y la bacteria, el azufre se disuelve formando un glébulo termi-
nal volvienddse susceptible a la oxidacién enzimdtica provocada por la --
bacteria. La necesidad de un contacto fisico, implica que la oxidacidn
del azufre es favorecida en los cultivos estacionarios o con'una pequeia
agitacién. Sin embargo, Starkey et al. (1956) y Newburgh (1956) en Vis=~-
hniac et al. (1957), indicaron un aumento en la velocidad de oxidacidén -
del azufre por T. thiooxidans con una agitacion vigorosa.

Por otra parte, con el empleo de microfotografias electrénicas de
T._thiooxidans no se aprecio la presencia de gldbulos grasos bipolares,
pensandose que la pared célular podria ser una barrera adicional Umbreit
et al. (1942).

De acuerdo con Knaysi (1943) en Vishniac et al. (1957), los glébu-
los grasos son vacuolas que contienen volutina, é inmediatamente después
de la oxidacién del azufre contienen, ademds de volutina, azufre. EIl azu

. fre coloidal almacenado puede reaccionar en forma similar a los Ifpidos,
de manera que dentro de la bacteria d& la impresidn de glébulos grasos.

En levaduras la volutina ha sido identificada con la presencia de

polifosfatos ciclicos y lineales, Baker et al. (1954) en Vishniac et al.

(1957), observaron la acumulacién de polifosfatos en T. thiooxidans, indi
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cando que estos son fdcilmente hidrolizados.

Knaysi (1943) y Umbreit (1951) en Vishniac et al. (1957), observa-
ron una cdpsula, la cual, posiblemente, interfiere con el intimo contacto
entre el azufre y la bacteria, sin embargo, la frecuencia con que ésta cdp
sula ocurre adn no ha podido ser determinada.

Starkey (1937), sugiridé un mecanismo de trénsporte activo para el
azufre, el cual involucra la reduccidn de azufre a sulfuro y su difusion
a travéz de la membrana célular; este investigador considera este mecanis
mo como una posibilidad, ya que no logré detectar una rapida produccion

de H,S causada por T. thiooxidans, que apoyard su hipétesis; hecho que se

2
atribuye a obstdculos ;ermodinémicos.

Hopkins (1929), en Vishniac et al. (1957), indicarén que T. thio--
oxidans puede presentar un mecanismo de transporte especializado para el
azufre.

Glenn et al. (1953) en Vischniac et al. (1957), indicardén que el -
grupo funcional para este mecanismo puede estar representado por glutati-
6n (reducido, GSHjoxidado, GSSG) u otro compuesto sulfhidrilo, y proponen
la siguiente reaccion:

SO + 2GSH —> S™+ GSSG + 2H*

Indicando la formacidén de sulfuro, libre o unido, que puede entrar
a la célula., Una transferencia de 8 electrones ocurre en la oxidacién de
sulfuro a sulfato, donde 2 de estos electrones pueden participar en la re
duccion de GSSG a 2GSH.

La oxidacidn de azufre permite la formacién de un compuesto inter-

medio como es el tiosulfato o los politionatos.

t al. (1957), encontrardn -

Guittonneau et al. (1952) en Vishniac
que el azufre elemental en suelos desaparece con la formacidn de tiosulfa

to, tetrationato y otros politionatés y, eventualmente, sulfatos.
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2.2.4 Mecanismo de Oxidacidn del Tiosulfato

Al igual que lo que sucede con el azufre, el mecanismo por el cual
los thiobacilli ferrooxidantes oxidan tiosulfato no se conoce bien, sin
embargo para tratar de explicar como sucede, podemos esperar que ésta oxi
dacién ocurra de manera andloga a la que realizan otros thiobacilli.

Bajo condiciones favorables de crecimienté, los thiobacilli oxidan
cuantitativamente el tiosulfato a sulfato, empleando ocho eléctrones, los
cuales son transferidos por cada dtomo de azufre oxidado, del ;ulfuro a -
sulfato (Vishniact et al. 1957, 1962). Se desconocen las etapas de trans
porte de electrones relacionadas con la reduccidén de piridin nucledtido.

El producto final del metabolismo del tiosulfato obtenido en culti
vos de thiobacilli, indican una considerable variedad de productos. De -

acuerdo a los distintos autores, las reacciones que se llevan a cabo du--

rante la oxidacidn del tiosulfato por bacterias del género Thiobacillus

son:
35203= + 572 0, =— s,+oe= + 50,7 (a) Nathanson et al. (1902)
5203= £1/2 0, — sol+ = 459 (b) Beijerinck (1904)
55,05 (+ b0y — 650, + 4SO+ 2H (c) Parker et al.  (1953)

Sinha et al. (1966) en Roes et al. (1969), indicaron que en presen

cia de PCMB tanto el tiosulfato como el tetrationato fueron oxidados a -
sulfato o ditionato por accién de T. ferrooxidans, el sulfato se derivo a
partir de grupos sulfano presentes en el sustrato. La reaccion que se -
efectia es la siguiente:

+202
¥* = * %
25-503 — 035—5-5-503 ’035-5-503 + SOl+

o o
w w =

El rompimiento del tetrationato es dificil de llevarse a cabo de -
ahi que, de acuerdo con los estudios de otros thiobacilli, se ha llegado
a la conclusidn que se forma preferentemente de grupos sulfonilo presentes

en el tiosulfato o politionatos. Trudinger (1967) en Rose et al. (1969),
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indican que de acue}do a esto, los resultados de Sihha et al. (1966), de-
ben ser revisados y verificados. Las dos posibles etapas que pueden ca--
racterizar el mecanismo hipotético por el cual se lleva a cabo la oxida =
cién bacteriana del tiosulfato, sugieren que los dos electrones 1 iberados
provienen del t{osulfato, dando como resultado la formacidn de una enzima
unida a un radical (RS-), el cual es aceptado por un unidén apropiado. De
acuerdo a Vishniac et al. (1962) la conversidn eficiente de tiosulfato. vy

tetrationato a sulfato dépende de la presencia de radicales RS-. Cuando
el potencial redox es elevado, este radical RS- disminuye decreciendo la
oxidacidn del tetrationato y el tiosulfato es oxidado hasta tetrationato.
Anaerobicamente el tiosulfato no puede entrar en ésta secuencia, ya que se
requiere un aceptor de electroner el cual falta en estas condiciones.

El metabolismo del sulfenil tiosulfato sugiere la hidrélisis a sul
fato y a un compuesto de polisulfuro organico, el sulfato formado es pro-
ducto de la transformacidén anaerobia del tetrationato.

- OH

R—S-S-O3 ——— R=S=S| + HSOL+

Por este proceso se formaria un polisulfuro orgdnico, donde alguna

etapa oxidativa provocaria la formacion del sulfato. Tal oxidacidén po---
dria ocurrir directamente después o antes de la formacidn del azufre ele-
mental o sulfuro, por las reacciones (a), (b), o (c).

(a) R-S-S <] O R-$-5-03 —ou-, HSOI+- T

(b) R=S-S YR=S + S

J)R-S=S=R + S

(c) RS=S + RS~
Existen evidencias qué indican que el azufre exterior del tiosulfa
to es oxidado sin la formacién de un intermediario del s°© 6 s”. Bajo con
diciones anaerobias o de escasez de oxigeno las reacciones finales (b) vy

(c), pueden intervenir en la formacién de un polisulfuro y azufre.
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Mecanismo de Oxidacién del sulfito

Peck (1960), en Vishniac et al. (1962), describieron la oxidacidn
de sulfito por thiobacilli. Vishniac et al. (1962), indicardén que dicha
oxidacidn es fuertemente inhibida por el glutatién reducido. Tal inhibi-
cién involucra un mecdnismo de reaccidn entre 503- y R=S-S-R propuesto -

por Fridovich et al. (1950), en Vishniac et al. (1962).

La similitud en el modo de accién de todas las enzimas (rodanasa,
sulfito oxidasa etc.), indica que el sustrato esencial es un derivado sul

fenilo cuya férmula general es la siguiente:

OH  AMP SOA

RS (), S0 ~ RSH S + 50,

CN SCN™ + sou=

Vishniac et al. (1963). Las reacciones anteriores no han sido con
firmadas experimentalmente.

Peck (1960) en Vishniac et al. (1960), indicé que gran parte de los
requerimientos de ATP para la bacteria del azufre (T. thiooxidans) pueden

ser satisfechos por la oxidacidn de sulfito a sulfato.

2.2.5 Heterotrofismo

Molish (1892), en Rose et al. (1969), indicaron que la bacteria que
oxida el fierro ferroso, no difiere notablemente de los microorganismos he
terotréficos tanto desde el punto de vista nutricional como por la fuente
de energia que utiliza, sin embargo, esta bacterias enriquecen su habitat
con una sustancia viscosa en la cual acumulan el fierro adsorbido del me-
d%o ambiente.

Entre los primeros investigadores que reportardn el crecimiento de

F._ferrooxidans en cultivos conteniendo carbono organico estdn  ------
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Remsen et al. (1963), en Tabita et al. (1971 a), y Lundgren et al. (1964),
en Shafia et al. (1969), quienes emplearon un medio de cultivo con gluco-
sa al 0.5%, observando una densidad aumentada diez veces cuando la cuenta
se realizé después de la oxidacién de todo el fierro reducido presente en
el medio de cult}vo. Ademds, indicaron que las células crecidas en gluco
sa al ser transferidas a un medio de cultivo normal (con sulfato ferroso)
no pudieron desarrollarse. La validez de este reporte, sobre cultivos he
terotroficos de thiobaciili oxidadore%fde Fe2+, esta sujeta a eliminar --
las posibles fuentes de contaminacién presentes en los cultivos.

Shafia et al. (1969), indican que para que F. ferrooxidans exhiba
un comportamieﬁto y crecimiento heterotréfico, debe primero cultivarsele

2+ y glucosa,‘debido a que

en un medio de cultivo combinado conteniendo Fe
las células inicialmente prefieren el Fe2+ a la glucosa.

Rittenberg (1969), en Tabita et al. (1971), sugirieron que tal -
comportamiento indicaba que el sustrato inorgdnico provee la energia nece
saria para el transporte inicial de la glucosa a travéz de la membrana cé
lular. El periodo anterior a la oxidacién de la glucosa, puede represen-
tar el periodo en el cual la célula estd sintetizando la enzima, ''Trans--
porte especifico'/, tal como la Enzima || del sistema fosfato transferasa
de Kunding et al. (1964), sin embargo, no existen evidencias experimenta-
les que apoyen ésta hipdtesis de la transferasa.

Alternativamente, la célula bacteriana puede sintetizar enzimas in
_ducidas necesarias para la desasimilacién de la glucosa, tales como gluco
sa-6-fosfato deshidrogenasa y enzimas relacionadas.

Tabita et al. (1971 a), indicaron que T. ferrooxidans presenta la
enzima RuDP-carboxilasa, ademds, indicarén que existe una relacidn entre

la oxidacién del fierro ferraso yla actividad de la RudP-carboxilasa du--

rante el crecimiento bacteriano. Lo cual era de esperarse, ya que la oxi
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dacién del fierro brinda la energfa necesaria (adenosin-trifosfato) que
Gtiliza la célula para reducir el CO2 via ciclo de Calvin. Este ciclo -
fué originalmente descrito, en T. ferrooxidans, por Maciag et al. en ---
Tabita et al. (1971 a), y por Gale et al. (1969) .

Bassham et al. (1957), en Tabita et al. (1971 a, b, c), indicardn
que la RuDP-carboxilasa es la enzima clave en este ciclo, corroborado --
mds tarde por Gale et al. (1969), en Tabita et al. (1971 a, b. ¢,). EI -
crecimiento heterotréfico, de acuerdo con Tabita et al. (1971 a, b, c,),
implica una alternancia de un mecanismo qué permite la obtencidon de ener-
gia. Estos investigadores indican, de acuerdo a estudios enximaticos con
C ', que las etapas del ciclo de Embden Meyerhof (ED) no parecen ser la me
jor ruta para la desasimilacidn de la glucosa de T._ ferrooxidans.

La desasimilacidn de la glucosa a travéz de este ciclo involucra -
la presencia de enzimas como 6-fosofogluconato deshidrogenasa, 2-ceto-3-
deoxi-6fosfogluconato aldolasa. Otra posible ruta de desasimilacidn para
la glucosa parece ser la via de pentosa fosfato.

Butter et al. (1967), Smith et al., Trudinger et 1. (1968), Martin

et al. (1970), de sus estudios enzimdticos concluyeron que los thiobacilli
cuando crecen heterotréficamente (en glucosa) funciona el ciclo de acidos
tricarboxilicos, mientras que cuando crecen autotréficamente presentan es

te ciclo sélo en forma incompleta, lo cual lo relacionaron con la presen-

cia o ausencia de la enzima NADH oxidasa.

2.2.6 Efecto de los Compuestos Orgdnicos

Kinsel (1960), Silverman (1967), Tuttle et al. (1969), en Touvinen
(1970), reportaron que el material orgdnico inhibe la oxidacién del fierro
ferroso provocada por bacterias ferrooxidans del género Thiobacillus.

Algunos de los estudios en los que se han empleado compuestos orga
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nicos marcados con isétopos revelan que dichos compuestos son capaces de
penetrar a la bacteria, tomando parte en el metabolismo de estos autotro-

fos obligados tales como T. thiooxidans y T. neapolitanus, Rose et al. --

(1969) . Experimentos andlogos con T. ferrooxidans hasta ahora no han si-
do reportados.

Existen algunas teorias que han tratado de explicar la relacion en
tre autétrofos obligados y la penetracidn de compuestos orgdnicos en la -
célula bacteriana. ' .

‘-

Dungan et al. (1965), en Rose et al. (1969), propusieron que los -
compuestos orgdnicos metabolizables, no pueden penetrar en la superficie
activa de la célula (membrana plasmdtica). De hecho se cree que existe -
una capa alrededor de la envoltura célular, la cual actla como obstdculo

para transferir el i6n ferroso a la superficie activa de la célula. Fe--

rrobacillus ferrooxidans, que oxida sulfato ferroso, se ha expuesto a la

accidn de la energia sénica, provocando que las células bacterianas se i
beren del material que las envuelve; las células libres de estas capas -
son capaces de crecer en un cultivo que contenga glucosa, sin embargo, pi
erden su habilidad para crecer en cultivos que contengan fierro ferroso.
De ahi que, probablemente en los préximos afios, ya no se acepte la hipdte
sis de que el material orgdnico penetre a travéz de la superficie de este
tipo de células bacterianas por mecanismos inespecificos, lo cual ha que-
dado patente por el empleo de técnica isotdpicas (Rose et al. (1969)) .
Borichenwski et al. (1966), en Rose et al. (1969), proponen una se
gunda hipStesis aceptada para autétrofos estrictos. La hipétesis indica
que los materiales orgdnicos son utilizados, ya que muchos de los cuales
no sdlo no son téxicos sino que estimulan el crecimiento bacteriano. Sin

embargo, en ausencia de material inorgdnico como fuente de energia, la ma-

teria orgdnica puede ser utilizada, descomponiendose en materiales toxicos
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que impiden el crecimiento célular.

Esta hipStesis se basa en la observacidn de que el piruvato y el -
oxalacetato se acumulan en cultivo de T. thiooxidans cuando crece autotrgd
ficamente en azufre elemental.

El piruvato se acumula también en cultivos de F. ferrooxidans, --
Schnaitman et al. (1965) en Rose et al. (1969) .

Recientes investigaciones han contribuido a apoyar nuevas hipotesis
sobre la inhibicidn del crecimiento de varios autétrofos obliggdos en me-
dios que contienen compuestos organicos especificos, Rose et al. (1969).

Lundgren et al. (1964), indicarén que existen cinco aminodcidos -
que inhiben el crecimiento de T. ferrooxidans, los cuales causan la inhi-

bicidn, tanto de autégrofos obligados como de otros microorganismos (Baci

1lus antracis), cuando se utilizan concentraciones de 1073 o ain a una -

concentracién menor. Gladstone (1939).

En los dltimos afios se ha podido comprobar de acuerdo a investiga-
ciones realizadas por Lundgren et al. (1965), Wang et al. (1969), en ==
Touvinen et al. (1971) y Shafia et al. (1969),'Iograr6n obtener crecimien
to de T. ferrooxidans en glucosa manitol, y en varios aminodcidos en ausen
cia de fierro ferroso, de ahi que concluyen que el organismo se comporto
como un heterdétrofo.

Durante la adaptacidn a la glucosa, ia bacteria ferroxidante retie
ne sus propiedades acidéfilas, ademds, la adicién del &cido p-aminobenzo-
fco fué necesario para obtener un crecimiento abundante en medios de cul-

tivo conteniendo glucosa Shafia

t al. (1969).

Touvienen et al. (1971), realizaron experimentos con cultivos bac-
terianos de este tipo, empleando compuestos organicos (sacarosa, maltosa,

almidén, glucosa galactosa, extracto de levadura, extracto de carne, pep-

tona, triptona, fructosa y lactosa), estos compuestos se adicionarén al
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medio 1iquido 9k (csn sulfato ferroso) para observar su efecto en la velo
cidad de oxidacion de fierro ferroso.

La fructosa y la lactosa, asi como compuestos orgdnicos mds comple
jos (peptona extracto de levadura etc.), causan una completa inhibicion
en el crecimient6 de este tipo de bacterias. La lactosa no inhibe el de-
sarrollo bacteriano, sin embargo, cuando las concentraciones de aquellos
compuestos que no causan una completa inhibicién de la oxidacién del idn
ferroso se ven aumentadaé, se observa’gue los resultados difieren, provo-
cando una reduccidn en la velocidad de oxidacién del ién ferroso.

Una vez que los cultivos de T. ferrooxidans se adaptan a la uti=
lizacion de gldcosa como fuente de enrergfa,la inhibicion disminuye gradu-
almente hasta que, después de varias transferencias, no se observa dife--
rencia en su periodo de oxidacion del %ierro. El méximo crecimiento de
estas bacterias, en presencia de glucosa, varia entre 3 a 9 dias, Shafia

t al. (1969), Touvinen et al. (1971).

2.2.7 Energia almacenada y fijacidn de Bidxido de Carbono.

Colmer et al. (1951), emplearon técnicas manométricas en el estu--
dio fisioldgico de T. ferrooxidans introduciendolas como Qn medio para es
timar cuantitativamente la oxidacidn del sustrato ferroso provocada por -
esta bacteria, asi como para determinar la fijacion del carbono que esa -
misma bacteria realiza.

De acuerdo a sus estudios, la oxidacidn de 120 g de sulfato ferro-
so dié como reSultédo la fijacién de 16.06 mg de carbono. Con ésta meto-
dologfa, los autores calcularon que se obtienen 11.3 kcal/dtomo gramo de
Fe2+, y que para fijar un dtomogramo de carbono se requieren 115 kcal, por
lo que la eficacia en la utilizacidn de la energia es de 3.2%. Estos ba-

t al. (1951), de acuerdo con =====

jos porcentajes obtenidos por Colmer
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Kuznetov (1963), pudierdn deberse a que los cultivos empleados fuerdn de
17 dias.

t al. (1963), empled cultivos jove-

Lyalikova (1958), en Kuznetov
nes de 2 dias de edad encontrando un promedio de eficacia en la utiliza--
cién de la energia de cerca de 30 %. Estos resu]tados fueron confirmados
por Silverman et al. (1959), quienes, encontraron, también, un alta efica
cia en la utilizacién de energia en cultivos de T. ferrooxidans. Emplean
do aparatos e instrumental de manometria como matraces Warburg, determina
rén el uso efectivo de la energia libre en la fijacidn del carbono la cu-
al fué de 20.5 a 24.3 %. Estos valores concuerdan con los reportados pa-
ra otros organismos quimioautotroficos.

Beck (1960), estudié la fijacién de CO, empleando suspensiones bac
terianas, los resultados que obtuvo este investigador, indicaron que la -
fijacion de 1 mol de CO, ocurre como resultado de la oxidacion de aproxi-
madamente cerca de 100 moles del ién ferroso. El tiempo de generacidn en
contrado fué de 10 a 15 horas. ‘La actividad especifica del carbéno celu-
lar fué de 760 calorias por mol/micromolar, en constrate con 900 calori--
as por mol /micromolar que era el valor esperado por estos investigadores.
Casi un 85% de carbono celular, concluye este mismo autor, proviene del =

0. atmosférico, de ahi que las células son verdaderamente quimiocautotrd-

2
ficas. Este mismo autor reporto que apartir de 120 g de sulfato ferroso,
T. ferrooxidans es capaz de sintetizar 16 g de carbono. De acuerdo a los
célculos de eficacia en la utilizacidn de energia desponible para este mi
croorganismo, se requiere un pH de 2.0 a 3.5 para la oxidacion del fierro.
Beck (1960) empleo también para medir la fijacidn de co, solucio-=
nes de NaHC‘uo 6 Na2C140 en mezclas de reaccidn, las cuales contenian

3

ién ferroso, azufre o ambos como fuente de energia. La escala de efica=-



- 28 -

cia de la fijacioén ae o, estuvo entre 0,05 a 0.03 micromoles de 002 fija
do por mol de 0, absorbido. La elevada fijacion de CO2 est autor la re
laciono con la procidén del azufre, ya que siempre que aumento la utiliza-
cidn de este sustrato se observo un aumento en la fijacidn de COZ, sin em
bargo el autor Ao estuvo seguro de que esta sea la dnica explicacion ya -

que indica que se debe de considerar la porcién de fierro ferroso.

Beck (1960), ademds, utilizando KOH para eliminar el co, atmosféri

2+

’

co, demostro que la oxidacidn de Fe“t era realizada por thiobacilli ferro
oxidantes sin sufrir ninguna disminucién en su velocidad de crecimiento,
de ahi concluyo que la fijacidén del CO2 atmosférico no esta asociada en -

forma obligada con la oxidacién del fierro ferroso

Kinsel (1960), probé que Ferrobacillus sulfooxidans tiene la habi

lidad de oxidar el fierro ferroso o el azufre cuando CO2 es la lnica fuen
te de carbono, indicando que tal vez se comporto de forma andloga a la -
descrita por Beck (1960), para T. ferrooxidans.

Beck et al. (1968), a travéz de estudios enzimdticos llegé a la =
conclusidn que el ciclo de Calvin asi como el ciclo de hexosa monofosfato
opera en este tipo de thiobacilli, indicandé que la cantidad de C02 fija-
do dependié de la cantidad de sustrato presente (Fe2+), indicaron que la
incapacidad de estas células bacterianas por regenerar pentosa fosfato y

perpetuar la fijacion de CO2 se debid a la baja actividad de la enzima -

triosa-fosfato-dehidrogenasa.
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3. Aislamiento y Cultivo de Thiobacillus ferrooxidans

3.1 Técnicas de aislamiento.

Colmer et al. (1947), aislardn originalmente a Thiobacillus ferro-

oxidans de aguas &cidas de minas de carbén, utilizando estas mismas aguas
previamente esterilizadas como medio de cultivo; 10 ml de agua de mina -
dcida estéril, fué inoculada con 1 ml de agua dcida no estéril que conte-
nfa a las bacterias ferrooxidantes. Estos autores llevardn a cabo una se
rie de reinoculaciones en el mismo medio natural en el que se localizan -
estas bacterias; para aislarlas, estos autores reportarén un medio sélido
o i

que basicamente consistié de agua de mina estéril, adicionada de agar co-
mo agente solidificante.

Leathen (1956), aislé una bacteria ferrooxidante a la que denominé

Ferrobacillus ferrooxidans empleando, para este objeto, el agua lixiviada

obtenida de una mina de carbén bituminoso, con la cual inoculé un medio -
liquido estétil, que el elaboré, tomando en cuenta para su formulacidn la
composicidn original del agua debmina de donde se aislardn éstas bacteri-
as. Para aislar este microorganismo, el investigador requirié de 23 ino-
culaciones seriadas inoculando, mds tarde, un medio sélido a base de sili
ca gel(como agente solidificante) con bacterias crecidas en medio de cul-
tivo liquido. La cepa Sacteriana, la mantuvo por transferencias mensua--
les en medio de cultivo liquido (medio de Leathen).

Beck (1960), aisld a T. ferrooxidans a partir de cultivos enrique=-
cidos, obtenidos por inoculacidén de medios de cultivos liquidos que fue--
ron una modificacién del medio de Leathen. EIl indculo consistid de 1 ml
de agua &cida de mina, adicionando a matraces elermeyer con 125 ml del me
dio, estos matraces se incubaron por 30 dias. EIl resultado de las reino-
culaciones sucesivas, segin indica el autor, dié células activas, las cua

les constituyerdn el indculo para el medio de cultivo sélido. A partir -
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de este medio sélids, se hizo el aislamiento y caracterizacién por dilu--
cidén y enriquecimiento.

El aislamiento de las colonias se obtuvé al inocular el medio séli
do a partir de un cultivo crecido en medio 1iquido 9k(medio de Leathen mo
dificado), en fa;e de crecimiento logaritmico. Las colonias desarrolla--
das en el medio de cultivo sélido, .se separarén con una micropipeta y se
reinocularén a medio liquido de Starkey, conteniendo azufre o tiosulfato
como fuente de energia, o bién con qufato ferroso (medio 9k).

Kinsel (1960), reporté el aislamiento de una bacteria ferrooxidan-

te (Ferrobacillus sulfooxidans), la cual aislé con la siguiente técnica:

10 ml de aguas\de minas conteniendo células bacterianas, constituyerdn el
inéculo para matraces con medio liquido de un cultivo modificado de ===—
Leathen. Una vez obtenido el crecimiento en este medio, el cual se mani-
festd por la aparicidn de un precipitado de color ocre-rojizo, la investi
gadora contintdo con las reinoculaciones con el objeto de obtener una cepa
bacteriana activa.

Depués de 66 reinoculaciones sucesivas en este mismo medio de cul-
tivo liquido, realizé el aislamiento empleando un medio modificado con -
agar. EIl cultivo que se empleé en la inoculacién del medio sélido se fil
tré para eliminar particulas que interfieren con la determinacidon. EIl me
dio sélido inoculado, con 0.1 ml de cultivo Ifqdido, después de incubar -
por un periodo de 3 a 4 semanas se examiné microoscopicamente. Las obser
_ vaciones indicaron que se trataba de células con caracteristicas corres--
pondientes a bacterias ferrooxidans del género Thiobacillus. Las colonias
crecidas en este medio de cultivo sélido fuerdn aisladas removiendolas =
del medio por diseccion del agar; estas colonias se transfirieron a tubos
con medio liquido de Leathen modificado, incubandolos por un periodo and-

logo el empleado durante la activacidn de la bacteria. Este aislamiento
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se caracterizé por presentar una progenie de 5 aislamientos a partir de

células simples. Lazarroff (1962), indico que, en los medios a base de --
Fe2t inoculados con células procedentes de cultivos puros sometidos a fil
tracién, sedimentacién y lavado con &cido sulfirico, la oxidacion del fie
rro era menor que cuando se empleaban indculos normales. El autor consi-
derd que los indculos acarrean algunos materiales que favorecen la oxida-
cién del sulfato ferroso en el medio de cultivo.

Touvinen et al. (1970), aislarén T. ferrooxidans a paftjr de aguas
4cidas de minas, utilizando diluciones de agua de mina - agua destilada,
como indculo del medio 1iquido 9k (Silverman et al. (1959), y medio sélido
Becto-agar Thiobacillus Difco). EI medio sélido se inoculé durante 10 -
dfas a 28°C. EIl nimero de thiobacilli ferrooxidans, se estimé por la téc
nica del ndmero mds probable (NMP).

Esta técnica permite discriminar los thiobacilli ferrooxidantes -
de los demds tipos de thiobacilli que pudierdn estar presentes en el cul-
tivo bacteriano.

Brock (1975), empled también el método del NMP, obteniendo andlo--
gos resultados a los expuestos por el autor anterior.

Steiner et al. (1974), reportarén un método de inoculacidn para ob

tener cultivos de T. ferrooxidans a gran escala, para este propdsito, ino

culardn inicialmente matraces elermeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de -
medio 9k con 1 ml de cultivo bacteriano de thiobacilli ferrooxidantes cre
cidos en aguas dcidas de minas como indculo. Una vez obtenido el creci--
miento bacteriano en estos matraces, se hicierdn transferencias a recipi-
entes de 10 1 y mds tarde a recipientes de 20 1.

La incubacidn se hizé durante una semana después de la cual, el -
cultivo bacteriano se filtro, separando el precipitado de compuestos de -

fierro, y el liquido filtrado se centrifugo a 20,000 g. Las células sedi
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mentadas se avardn por suspensidn y sedimentacién con dcido sulfirico a
un pH de 2.5, hasta obtener una suspensidn relativamente libre de contami

nantes sélidos. EIl contenido fué aproximadamente de 3.0 x 1010 células /mlL

3.2 Medios de Cultivo

3.2.1 Medios liquidos

3211 Fe2+ como fuente de energia.

Uno de los primeros medios de cultivo desarrollados para aislar vy

t al.(1947), quienes

mantener ésta bacteria, fué el descrito por Colmer
utilizarén las mismas aguas dcidas de mina de carbén bituminoso estériles
como medio de cultivo.

& Sus resultados indicardn que fué necesario incubar esfe medio a -
una temperatura de 22 a 28°C durante 6 a 10 dias; periodo que les permi--
tio observar el crecimiento bacteriano por el cambio de color del medio -
liquido, de incoloro a pardo.

t al. (1951). en Kuznetov et al. (1963), llegardn a suge-

Temple
rir un medio 1iquido de origen mineral cuya formulacién es la siguiente:
una solucidn 0.1 % de MgSOh. 7H20; 0.05 % de (NHL+)ZSOI+ disuelto en 2.0
litros de agua destilada, con un pH final entre 2.0 a 2.5, ajustando con
4cido sulfirico diluido. Este medio de cultivo tiene tres posibles fuen-
tes de energia: 1) oxidacidn de sulfato de amonib, 2) la oxidacion de sul
fato ferroso del medio y 3) la contaminacién por materia orgdnica; elimi=
. nando las fuentes 1 y 3 por el uso de reactivos quimicamente puros, agua
bidestilada y material lavado cuidadosamente asi como el uso de hidréxido
de amonio, el cual proviene de un medio dcido, los autores dedujerdn que
la dnica fuente de energia efectiva para el medio era el sulfato ferroso.

Leathen et al. (1951), emplearon un medio de cultivo liquido mine-
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ral sintético mds complicado, cuya composicion es la siguiente: (NHq_)2 -
SOu...O.15 g/l  KELC - 0L 158 g /1 KZHPOM...O.OS g/1; M9504.7H20...0.5 gyl
Ca(N03)2 ...0.01 g/1; con un pH final de 3.5. A este medio se le agregd

10 ml de una solucién al 10 % de sulfato ferroso, previamente esteriliza-
do por filtracidén a travéz de un filtro de asbesto.

Leathen et al. (1956), creyerdn que el hibosulfito de sodio emple-
ado en el medio antes descrito durante las investigaciones de Colmer et al.
(1947), podia ser oxidado gracias a una reaccidn puramente quimica, de -
ahi que la bacteria se desarrollaria exclusivamente por la oxidacidn del
fierro ferroso.

Leathen et 1.‘(1956), reportarén ademds, que el fierro ferroso --

contenido en las aguas dcidas de minas estaba presente hasta una propor--
cién de 200 mg/1, y podia ser oxidado completamente en tres dias por un -
cultivo joven de T. ferrooxidans, mientras que la oxidacién quimica de la
solucién estéril, a la misma. concentracidn, ocurria en 2 afos.

Bryner et al. (1958), utilizarén un medio cultivo liquido, modifsi-
cacidén del de Leathen; a este nuevo cultivo liquido le agregardn sulfato
de aluminio, manganeso y sulfato de sodio, detectdndose un buen crecimien
to bacteriano en este medio de cultivo.

Silverman et al. (1959), desarrollardn un nuevo medio de cultivo

que denominarén 9k, modificacidn del medio de Leathen, en el que se variod

la concentracién de (NHh)Zs ---3.0g; KCI...0.1 g; K,HPO,...0.5 gy la -

0
solucidén de sulfato ferroso al 14.74% P/V, en 1000 ml; los otros dos com-
ponentes (sulfato de magnesio y nitrato de calcio) permanecierén en la -
misma concentracion empleada por Leathen et al. (1956). Los resultados

obtenidos con este medio de cultivo fuerdn excelentes, la cuenta celular

se estimo en 7 x 106 células/ml para el medio de Leathen, mientras que
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para el medio 9k se‘reporté un crecimiento casi de 3 x 107 células/ml en
cultivo estacionario. Los estudios de Silverman et al. (1959), permitie-
rén saber que un crecimiento rdpido se obtiene si existe suficiente aerea
cién que permita un adecuado intercambio de oxigeno y bidéxido de carbono.

El crecimiento de F. ferrooxidans de acuerdo a los autores mencio-
nados, depende de la presencia de fierro ferroso como una fuente energéti
ca, ya que el crecimiento cesa cuando el fierro ferroso se ha oxidado por
completo.

Los tiempos de generacidn para un cultivo aereado fuerdn de 5.3 a
9.6 horas, con un promedio de 7 horas. El fierro ferroso a una concentra
cién de 9000 ppm, parece ser la concentracion dptima para la producciodn
mds rdpida y abundante del crecimiento de F. ferrooxidans. -

Unz et al. (1960), publicarén una modificacidn para el medio 9k --
utilizando, en lugar de sulfatos, cloruros para los demds componentes del
medio, ajustando las concentraciones adecuadas en base a las equivalen --
cias molares de cada compuesto.

Kinsel (1960), desarrolld el aislamiento y caracterizacidn de F. -
sulfooxidans empleando el medio de Leathen, el cual modificé empleando -
una solucion de sulfato ferroso a una concentracién de 1g/100 ml de solu-
cidn de sales basales, usé, ademds, una menor concentracidn de Ca(NOB)Z’
igual a 0.001 g/100 ml de agua destilada, y un pH final de 3.5 a 4.0. La
autora utilizé, ademds, otras fuentes energéticas sustituyendo el sulfato
- ferroso por: CoCl,. 6H,0(0.81 g); Niso, . 6H,0 (0.9 g); Na2$203.5H20 -
(0.44 g), o azufre (10.0 g) por 100 ml de agua estéril.

Para requerimientos de nitrégeno, el medio de Leathen fue' modifica
do por Kinsel sustituyendo Ca(NO3)2 por CaC]2(0.0047 g), y utilizando co-

mo fuente de nitrdgeno (NH4)2 S0, ( .156 g); KNO3(0.238 g); urea (0.071) y

1,
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peptonal (1 g/1000 ml), ajustando el pH de 3.5 a 4.0, con acido sulfdrico

0.1 N.

Lazarroff (1962), Gutiérrez et al. (1968), empleardn el medio 9k,
solo que los Gltimos investigadores utilizaron una solucién 13.4 % de sul
fato ferroso.

Shafia et al. (1968), realizardn otra modificacién al medio liqui-
do 9k, adicionando glucosa al ] % y 0.01 g de extracto de levadura a la -
solucidén de sulfato ferroso al 2 %; ésta modificacion la realizaron con -
el objeto de observar el efecto que presenta la materia orgadnica en el --
crecimiento de cultivos inoculados con F. ferrooxidans en cultivos que -
contenfan azufre elemental.

Touvienen et al. (1971), empleardn medio 9k a una concentracion de

2.0 g/1000 ml de sulfato ferroso en el estudio de T. ferrooxidans.

3.2.1.2. Azufre como sustrato energético.

Colmer et (1949), considerarén que este tipo de bacterias podi

et al.

an oxidar, ademds de fierro ferroso, azufre elemental a partir del cual -
obtenian energia necesaria para sus procesos metabdlicos.

Leathen et al. (1956), reporté la falta de crecimiento de F. ferro

oxidans en cultivos que contenian azufre elemental.

Silverman et al. (1959), al utilizar la cepa de Leathen et le ==

(1956) , encontrarén que ésta bacteria también actuaba sobre el azufre mo-
lécular convirtiendolo en dcido silfurico.

Unz et al. (1960), desarrollaron un cultivo conteniendo gzufre, el
cual inocularon con T. ferrooxidans y F. ferrooxidns, a partir de cultives
dé 7 dias crecidos en medio liquido con fierro ferroso como fuente de ' e-
nefgia. Después de 10 dias de incubacidén, estos autores reportaron que am
bas cepas fuerdn capaces de crecer en un medio de cultivo conteniendo azu

fre sin perdida en la actividad célular, ademds indicarén que las cepas
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crecidas en este medio, no perdieron su capacidad de oxidar Felt,

Unz et al. (1960), al comparar los resultados obtenidos en el me--
dio de Starkey con los obtenidos en el medio 9k con azufre, encontrardn -
que con el primer medio solo se obtuvo un minimo crecimiento bacteriano.
Estos autores consideraron que el producto final de la oxidacion del azu-
fre por accidn de bacterias ferrooxidantés era el sulfato, el cual provo-
caba la acidificacidn del medio. Estos resultados ademds indicarén que -
no existen diferencias muy grandes entre el crecimiento de F. y T. ferro-
oxidans cuando en el medio se empleo azufre o bien cuando se usé la mez--
cla de azufre y fierro ferroso. La cuenta bacteriana hecha a partir de -
estos cultivos indicaron un aumento logaritmico del crecimiento, el cual
estuvo en estrecha relacidn con la disminucién del fierro ferroso del me=
medio. Al emplear ésta mezcla de sustratos, el crecimiento bacteriano fue
lento lo cual se atribuyo, posiblemente, a la accidn inhibitoria del azu-
fre sobre la oxidacidn del fierro ferroso provocada por la bacteria.

Beck (1960), empleando técnicas manométricas encontro que el 0, -
utilizado fué mayor en cultivos con mezcla de sustratos, que en aquellos
que solo contenian azufre como tnica fuente energética.

Kinsel (1960), reporto al emplear el método de dilucidn seriada vy
transferencias que F. sulfooxidans era capaz de oxidar azufre en el medio
de Waksman (1922), y al inocular estas bacterias asi crecidas a un medio
conteniendo Fe2+, estas eran capaces de oxidar este sustrato a fierro fé-
_rrico, y que esto ocurria aln después de varias transferencias a medios -
liquidos conteniendo azufre. Los estudios de ésta investigadora indican
que en las inoculaciones de medios de cultivo, conteniendo azufre o fie--
010

rro ferroso, con diluciones arriba de 1 , las bacterias perdierdn tanto

la capacidad para oxidar azufre como fierro.
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Gutiérrez et al. (1968), indicaron que T. ferrooxidans crece en me

dio de Waksman (1922) alcanzando un Sptimo crecimiento a los 5 dias de ha

ber sido inoculados.

3.2.1.3 Tiosulfato como sustrato energético

E]l medio de tiosulfato en condiciones dcidas fué desarrollado por
Colmer et al, (1951). Estos autores al inocular medios de cultivos 1iqui
dos conteniendo tiosulfato con bacterias aisladas de aguas de una mina de
carbén bituminoso, observaron que la presencia de turbidez en el cultivo
indicaba crecimiento bacteriano, con relacidn a los controles estériles -
donde no se observé turbidéz; y que el pH del medio descendio hasta un va
lor menor de 1. Los indculos utilizados crecieron originalmente en culti
vos que contenfan una concentracién de 26,000 ppm de fierro ferroso.

Vishniac (1952) y Beck (1960), realizardn estudios manoméricos, en
los cuales observaron que el intercambio de 02, en relacion con la utili=
zacién del tiosulfato del medio de cultivo, fue alto cuando se utilizaron

medios inoculados con T. ferrooxidans y T. thiooxidans. Ademds observa--

rén que cuando el tiosulfato estd presente en el cultivo a elevadas con--
centraciones, provoca la inhibicién del crecimiento bacteriano, lo cual se
determina la reducirse o anularse el intercambio de 0,. Estos autores in
dicaron que a una concentracidén de 0.025 M de tiosulfato, el intercambio
fué de 5 microlitros.

Leathen et al. (1954), en sus estudios con bacterias ferrooxidan--
tes inoculadas a medios de cultivo dcidos y liquidos conteniendg tiosulfa
to, nunca llegardén a definir si la oxidacion ocurrida en el medio era oca
sfonada realmente por la accion de este tipo de azufre coloidal, el cual
constituia un sustrato fdcilmente atacable por las bacterias de este tipo,

las cuales producian dcido sulfirico como producto de su accidén sobre el

azufre.
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Unz et al. (1960), con el préposito de observar la oxidacién de -
este sustrato, emplearon el medio de Starkey utilizando tiosulfato como -
fuente energética, y lo inocularon con thiobacilli ferrooxidantes. Estos
autores obtuvieron un crecimiento logaritmico entre 6-7 dias después de -
haber inoculado. El pH del cultivo vario después de este tiempo, hasta -
que casi todo el tiosulfato fue utilizado.

Las bacterias crecidas en este medio con tiosulfato, segin los au-
tores, al ser nuevamente inoculadas en medios de cultivo conteniendo i6n

ferroso son incapaces de crecer en ellos.

3.2.2 Medios Sdlidos

Colmer et al. (1947), emplearon como medio sélido para aislar bac-
terias de este género, aguas acidas de minas, esterilizadas, y solidifica
das con 1.5 g de agar por 100 ml de agua estéril. Mds tarde estos mismos
autores sugirieron un medio liquido nutritivo sintético conteniendo sales
de magnesio, amonio y fierro ferroso el cual solidificaron con agar.

Leathen (1956), modificé el medio de Colmer et al. (1947), emplean

do también agar para constituir el medio sélido.

Silverman et al. (1959), con el préposito de obtener cultivos pu=-
ros de este género de bacterias, utilizarén un medio sélido al que denomi
narén 9k, y que consiste en el medio 9k antes descrito, al cual se le -
agreg6 3.0 % de agar.

Kinsel (1969), también obtuvo cultivos de colonias individuales -
crecidas en medio de Leathen sélido, preparado a partir del medio liquido
solidificado con agar o silica gel; este dltimo agente solidificante se -
usa como Ludox (Dupont), reactivo introducido a los medios de cultivo por

Kinsbury et al. (1953).

Beck (1960), utilizé Ludox empleando medio 17quido de Leathen modi
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ficado, obteniendo un buen desarrollo de colonias microscdpicas para la
caracterizacién de F. sulfooxidans.

La silica gel (Ludox) como material solidificante, presenta vari-
os inconvenientes como son: su rapida gelacién, la cual provoca un res--
quebrajamiento del medio de cultivo sélido, de ahi que deban seguirse -
las recomendaciones propuestas por Kinsbury et al. (1953) .

Unz et al. (1960), reportardn el uso del medio 9k empleando como
fuente de energia sulfato ferroso, azufre elmental y tiosul fato, solidi-

ficandolo con agar. estos autores reportardn un buen desarrollo colonial

de F. y T. ferrooxidans, sin embargo, las bacterias procedentes de colo-

nias crecidas y aisladas a partir de los medios sélidos 9k tiosulfato, no
pudierdn conservar su capacidad para oxidar fierro ferroso.

Shafia et al. (1968), en su estudio sobre el crecimiento de F. fe
rrooxidans en presencia de materia organica, desarrollardn un nuevo me -
dio sélido que basicamente fué el mismo medio FeG (Solucidn de sulfato -
ferroso al 2 %, glocosa 1 %, y 0.01 g de extracto de levadura), pero so-

lidificado con agar ~ Difco al 2 % y el cual denominarén GYE.

3.3 Efecto de Nutrimentos.

3.3.1 Nitratos.

Zimmerley et al. (1959), indicarén que la presencia de nitratos a
una concentracién mayor de 200 ppm, aumentaba la actividad de T. ferro--
oxidns.

Silverman et al. (1959), observarén que al aumentar la goncentra
cjén del nitrato de potasio, no existia ningin efecto inhibitorio en el
crecimiento de los thiobacilli ferrooxidantes en medio liquido 9k. La
cepa bacteriana que emplgaron estos investigadores fué aislada por ---

Leathen et 5_ (1956) Estos autores, ademds, consideraron que el nitra-
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to de potasio si se omite del medio 1iquido 9k, no se produce una dismi--
nucién en la velocidad de crecimiento de F. ferrooxidans.
Temple et al. (1951), Ranzell et al. (1964), Gutiérrez et al. ---

(1968), Ludgren et al. (1969) y Touvinen et al. (1971), reportarén un -

efecto inhibitorio en el crecimiento de este tipo de bacterias ferrooxi--
dantes, cuando se emplean concentraciones altas de nitratos en medios de
cultivos liquidos.

Touvinen et al. (1971), indicaron que a concentraciones de 0.1 vy
0.01 g/1000 ml de nitrato de sodio, n; provocaron la disminucién en la ve
locidad de oxidacién del ién ferroso, de acuerdo a los autores, se debe a
que el medio dcido resulto muy adecuado para la absorcidn de aminio atmos

férico, el cual suple las necesidades de nitrégeno que requiére este tipo

de bacterias.

3.3.2 Urea

Bryner et al. (1958), reportardn que la urea resulto tan buena fu-
ente de nitrégeno como el sulfato de amonio. La concentracion dptima re-
portada por estos autores fue de 0.06 g/1000 ml, empleando una modifica--
cién del medio de Leathen et al. (1956).

Kinsel (1960), utilizé a la urea como fuente de nitrégeno en lugar
de sulfato de amonio. Sus resultados con F. sulfooxidans, indicarén una
oxidacién del fierro ferroso de 42.40% con respecto a 4.42% de la observa

da en el testigo.

3.3.3. Otras fuentes de Nitrogeno

Bryner et al. (1958), en sus experimentos con bacterias ferrooxi--
dantes, encontrarén otros nutrimentos nitrdgenados como son algunos amino
acidos, los cuales pueden tener diversos efectos en el desarrollo de los

thiobacilli ferrooxidantes. La I-cisteina por ejemplo, de acuerdo a sus
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resultados, es una buena fuente de nitrdgeno, para estas bacterias, en -
tanto que la alanina y el nitrato de sodio inhiben su crecimiento.

Beck (1960), indicé que el sulfito de amonio ferroso inhibe el cre
cimiento de este tipo de bacterias.

Gutiérrez et al. (1968), indicardn que la aspargina, antimicina 'y
amitol, son una mala fuente de nitrdgeno para el crecimiento y desarrollo
de estas bacterias de acuerdo a estos mismos autores, no pueden oxidar -
sulfato ferroso cunado existen KCN en el medio de cultivo a una concentra

cién de 0.01 M, debido a que el CN~ bloquea la oxidacién del fierro ferro

SO.

3.3.4 Sulfato de Amonio.

zZimmerley et al. (1959), encontro, sin embargo, que al aumentar la
concentracién desulfato de amonio, los medios inoculados con bacterias fe
rrooxidantes no presentardén ningln efecto apreciable en su crecimiento.

Kinsel (1960), reportS que en cultivos liquidos de bacterias ferro
oxidantes, el 80.85% de fierro fue oxidado cuando se empled sulfato de -
amonio, en contrate con 4.66% de fierro oxidado observado en el testigo.

t al. (1962), indicardn que la bacteria ferrooxidante --

Lundgren
del género Thiobacillus, al contener aminodcidos azufrados en su estructu
ra céiular, debia ser capaz de reducir los sulfatos el medio de cultivo y
por sintesis metabolica, producir los aminodcidos que requiere para su me
tabolismo.

Dungan et al. (1965), encontraron que los sulfatos, ademds de su -
papel como nutrimento, poseen cierta importancia como un metabolito fuera
de la pared célular durante las etapas iniciales de la oxidacion de fierro
ferroso.

Schnaitan et al. (1971), consideran que algunos aniones tales como
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- 2= . .
HAsO ,HPOu pudieron ser reemplazados_parcialmente por el idn sulfato sin

I

que se afectara sensiblemente el desarrollo de este tipo de bacterias.
Touvinen et al. (1971), indicaron que los requerimientos de sulfa-
to por los thiobacilli ferooxidantes fueron altos, los autores indican -
que esto se puedé deber al importante papel que tiene este compuesto en la
unién del fierro ferroso a la envoltura célular y, mds generalmente, a su

importancia como un factor que determina la distribucién ecoldgica de T.-

ferrooxidans.

3.3.5. Fésforo

Silverman et al. (1958), observardn que al aumentar la concentra--
cién de fosfato de potasio dibdsico a 2.75 g/1000 ml o més; se provoca la
completa inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Silverman et al. (1959), encontrarén que el fosfato, a una concen-
tracién de 0.002M provoca una inhibicién en el crecimiento bacteriano, de
bido a que el i6n ferroso es poco soluble cuando estd como fosfato ferro-
so, siendo en esta forma menos aprovechable por las células bacterianas.

Unz et al. (1960), consideran que al sustituir KZHP04 en la solu--
cién del ﬁedio de Starkey (a un pH de 3.8) conteniendo sulfato ferroso a
una concentracion de 9000 ppm, el crecimiento de los thiobacilli fue com-
parable al obtenido en el medio 9k.

Renzell et al. (1963), observaron que, en suspensiones bacterianas,
la 9xidaci6n de sulfato ferroso es mds rdpida en medio con fosfato de po-
tacio a una conceﬁtracién de 0.017 M.

Dungan et al. (1965), indicardén en sus experimentos con cultivos -
liquidos de T. ferrooxidans, que el fosféro es un nutrimento necesario no

tan solo como una fuente de energia para ésta bacteria, sino ademds como

un factor necesario en las primeras etapas de la oxidacidn de sulfato fe-
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rroso, la cual ocurre fuera de la pared celular.

Gutiérrez et al. (1968), observaron que la oxidacidn del sulfato -
ferroso se estimulé cuando se adiciond KZHpoq al medio de cultivo liquido
a una concentracién de 3.5 mM. Sin embargo, Beck (1960), habia informado
lo contrarid, ademds safalo un aumento en el consumo de oxigeno por la --
adicién de fosfato inorgdnico a las células de bécteias ferrooxidantes; -
estos resultados, aparentemente contradictorios, se pueden explicar segln
Gutiérrez et al. (1968), debido a que las células hécterianas'pueden te--
ner una cierta cantidad de fosfato acumulado en su poza metabdlica.

Beck et al. (1968), indicé ademds, que al emplear una concentra-=--
cién de 0.25 M de KHZROQ se produce una inhibicién del crecimiento bacte-
riano de los thiobacilli ferrooxidantes.

Touvien et al. (1971), observaron que cuando el fosfato no se adi-
ciona al medio 1iquido 9k, la velocidad de la oxidacidn del sulfato ferro
so, después de 13 inocualciones en medios de cultivo libres de fésforo, -
se redujé en un 20% durante el crecimiento loggrftmico, lo cual estuvo de
acuerdo con los estudios reportados antes por Lazaroff (1962), ademds, es
tos investigadores piensan que esto se puede deber a que en el material -
del laboratorio existen normalmente residuos de fosfato, asi como en los
reactivos utilizados, con los cuales se suplen las demandas del microor--
ganismo por fosfato en el medio de cultivo, ocurriendo la oxidacién del -

sulfato ferroso por el microorganismo aln a muy bajas concentraciones de

fosfato.

3.3.6 Magnesio
Silverman et al. (1959), indicarén que cuando el magnesio estuvo

ausente del medio 9k, no se observé ningln cambio aparente en la veloci--

dad de oxidacidn del sulfato ferroso por bacterias ferrooxidantes. Sin -

embargo, de acuerdo con Andersen et al (1962) en Touvinen et al. (1971),
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y Lazaroff (1962), cuando el magnesio no estd en el medio de cultivo 1i--
quido 9k, la oxidacidn del sulfato ferroso se afecta sélo ligeramente, lo
cual puede deberse a que el magnesio es acarreado al medio de cultivo con
el indculo.

Gale et El (1974) , han demostrado que el magnesio parece ser un -
ién esencial en la fijacidn del biéxido de carbono y para la oxidacién -
del sulfato ferroso por T. ferrooxidans.

El magnesio forma parte del habitat natural de T. ferrooxidans, -
tanto en las aguas dcidas de minas coﬁo en los sulfuros y producto de li-
xiviacién de minerales Touvinen et al. (1974), encontrarén que para el =-
crecimiento de las bacterias ferrooxidantes el magnesio es absolutamente
necesario. Sin embargo, adin a concentraciones muy bajas de este elemento

se pueden desarrollar estas bacterias.

3.3.7. Cloruro
Se ha detectado que, en suspensiones de bacterias ferrooxidantes,
la presencia de cloruro a elevadas concentraciones, inhibe la oxidacidn =

t al. (1962).

del sulfato ferroso, Trusell

De acuerdo a Mayling (1966) en Touvinen et al. (1971), T. ferrooxi
dans puede ser adaptados para resistir elevadas concentraciones de cloru-
ro. No obstante, esta adaptacidn y resistencia a los cloruros no ha sido

explicada para otros thiobacilli aislados de aguas de mar. Lazarroff --

et

al. (1962), encontro andlogos resul tados.

3.3.8 Posatio,
Silverman et al. (1959) y Touvienen et al. (1971), observaron en
sus experimentos que al eliminar el potasio como KCL y KZHPOQ del medio -

liquido 9k, las bacterias ferroxidantes crecian en la misma forma que lo

hacian aquellas bacterias inoculadas en un medio completo. De ahi se con
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cluyé que las necesidades que presentan estas células hacia el potasio --
son pequefias, ya que este catidn, como posiblemente otros, pueden estar -
presentes como residuos o impurezas en los otros reactivos y en el mate--

rial de laboratorio.

3.3.9 Calcio

La presencia o ausencia de calcio en el medio de cultivo liquido -
(9k), de acuerdo a Touvienen et al. (1974), no tiene influencia en la oxi
dacidén realizada por bacterias ferrooxidantes y, por lo tanto, en su cre-
cimiento. Estos autores concluyeron que los inéculos son una posible --

fuente de calcio, cuando el medio de cultivo esta carente de este elemen-

to.
; 2
3.3.10 Trazas de cationes Mn +, Cu2+L BB+, C02+.
Silverman et al. (1959), no encontraron ninguna disminucidn en el
crecimiento bacteriano de F. ferrooxidans, al colocar trazas de Mn2+, --
2+ 3+ 2+ 6+ 2+

Cu , B , Zn , Mo y Co

Kinsel (1960), utilizo Mn2+, C02+, NiZt

como requerimiento energé-
tico para el desarrollo de F. sulfooxidans, sin embargo, estos cationes -

no resultardn ser buenas fuentes de energia para este tipo de bacterias.

3.3.11 Otros nutrimentos

Beck et al. (1968), indicé que la adicion de FeCl, y nitrato ferro
so al medio que contenian sulfato ferroso como fuente de energia provoco
una inhibicién en el crecimiento bacteriano.

Bajo condicones de laboratorio, Lazaroff et al. (1963), obtuvieron
mﬁtantes de thiobacilli ferrooxidantes, las cuales pudieron crecer en un
medio que contenia cloruro ferroso en presencia de pequefias concetracio--
nes de sulfato ferroso. Este mismo investigador encontro que el ferrosul

fato de potasio, asi como el ferrosulfato de amonio, cuando fueron emplea
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dos en lugar de sulfato ferroso en una solucién al 1%, fueron oxidados --

por accidén de este tipo de bacterias.

L. Estimacién del Crecimiento Bacteriano.

L.1 Métodos Directos.
L.1.1 Cuenta Directa (Cdmara de Petroff y Hausser).

Beck (1960), Unz et al. (1960), -Lazarroff et al. (1963), y Lacey

t al. (1970) determinaron el niumero célular de cultivos inoculados con -

T. ferroxidans por el uso de la cémara contadora de Petroff y Hausser.

Beck (1960) y Lacey et al. (1970), indicaron que este método era

inexacto, debido a que presentaba interferencias provocadas por el fierro

férrico precipitado en el medio.

L.1.2 Microscopia Gptica.

Lacey et al. (1970), utilizaron ésta técnica, con la cual pudie--
ron identificar este tipo de bacterias, identificdndolas a una resolucidn
de 100 didmetros, la cuenta célular no la considerardn cuantitativa, debi
do a que la presencia de otras particulas del mismo tamafio que las célu--
las bacterianas, lo cual constituye una seria limitacidn para ésta técni-

ca.

L.1.3 Microoscopia electrdnica

Lacey et al. (1970), emplearon ésta técnica logrando identificar
thiobacilli ferrquidantes, la resolucién a la cual los identificaron fue
de 200 a 400 diametros. Sin embargo, la exactitud de la cuenta directa -
estuvo limitada por el pequefio campo de visidn que se presenta a ésta re-
solucién, por lo cual este método se considero inexacto. Ademds, se re--
portaron interferencias debidas a la formacién de costras en las prepara-

ciones.
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4.2 Métodos Indirectos.

L.2.1 Estimacion de la oxidacién del sustrato fierro ferroso.

4.2.1.1 Métodos Volumétricos.

Leathen et al. (1956), Silverman et al. (1959), Unz et al. (1960),
determinaron el crecimiento de thiobacilli ferrooxidantes, en funcidn de
la oxidacién que estas bacterias realizan sobre el sulfato ferroso, obser
vando que una vez que este sustrato es completamente oxidado, el crecimi-
ento célular cesa. La velocidad de crecimiento estd intimamente relacio-
nada con la velocidad de utilizacidon del sustrato Fe2+ a Fe3+, fue el mé-
todo volumétrico desarrollado por Pierce et al. (1950).

Kinsel (1960), estimé el crecimiento bacteriano utilizando el mé-
todo volumétrico descrito por Treadwell y Hall, Scott (1939). Los dos -
métodos para estimar el crecimiento bacteriano son bdsicamente iguales, -
sélo que el desarrollado por Pierce emplea una solucidén 0.1 N de dicroma-
to de potasio (KZCrZO ), en tanto que Treadwell y Hall utilizan una solu-
cién 0.1 N de permanganato de potasno (KMnOA).

4.2.1.1 Métodos Colorimétricos.

Lazaroff et al. (1963) y Ranzell et al. (1963), desarrollaron un

método colorimétrico para la determinacién del crecimiento de este tipo -
de bacterias; este método se basa en detectar la formacidn del complejo -
tiocianato férrico y fué originalmente reportado por Kolthoff y Sandell -
(1952) .

Silverman et al. (1969), determinaron el fierro total soluble em-
pleando fenantrolina. EI Fe3 , lo determinaron selectivamente, por la di

ferencia entre el fierro total y el fierro ferroso presente en las mues--

tras,
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Tabita et 3_ (1971), reportardn un método colorimétrico para la
estimacidn del fierro oxidado, utilizando la reaccién de dipiridilo, -
Suzuki et al. (1966), todos los andlisis colorimétricos mencionados tie--
nen como desventaja, el que se requiere de la introduccién de reactivos -
coloridos a las muestras problemas, por lo que es necesario evitar inter-
ferencias.

De acuerdo con Steiner et al. (1974), es esencial que en todos -
los estudios fisioldgicos, para evitar las posibles variaciones experimen

tales, se deban introducir controles adecuados para obtener una determina

cion del fierro oxidado mds exacta.

L4.2.1.3 Método de absorbancia Ultravioleta.

Steiner et al. (1974), introdujerdn el método de absorbancia ul--
travioleta al estudio de la oxidacién microbiolégica del fierro ferroso -

provocada por T. ferrooxidans. Este método habia sido originalmente des-

crito por Whiteker et al. (1953) y Bastian et al. (1953), en Steiner =~
et al. (1974), para la oxidacién de fierro ferroso en sistemas no biolo-
gicos.

L.2.2. Estimacion de la oxidacién del Azufre como sustrato.

Este método utiliza la determinacién del crecimiento bacteriano -
de este tipo de bacterias por la presencia de sulfatos en el medio. Unz

t al. (1960), estimaron el crecimiento de Ferrobacillus ferrooxidans, —

" utilizando el método volumétrico descrito por Scott (1939), el cual utili

za dos soluciones 1/4 N BaCl, y KCrO.

4.2.3 Estimacion de la oxidacidn del tiosulfato como sustrato

Unz et al. (1960), reportaron la oxidacidn del tiosulfato en medi

os incoulados con thiobacilli ferrooxidantes, estos autores emplearon el
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método volumétrico de Haenish, Scott (1937), para determinar el crecimien
to bacteriano en funcién de tiosulfato remanente en iocs medios de cultivo,
para lo cual emplearon una solucidn de 0.1 N de iodo.

Ranzell et al. (1963), determinaron tiosulfato en funcion de sul

fatos presentes en el medio de cultivo inoculado, determinandolos gravimé

tricamente por su precipitacién como sulfato de bario.

L4.2.4 Cuantificacion por el Método de las diluciones.

De acuerdo con Beck (1960), Lacey et al. (1972), Niemela et al. -

(1972) y Beck et al. (1974), la técnica de la determinacidn del nimero -

mds probable (NMP), en base al método de diluciones, resulto ser eficaz
para obtener una cuenta bastante exacta de este tipo de bacterias ferro--

xidantes.
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111 MATERIALES Y METODOS.

1) Cepas Bacterianas.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron aisladas
tanto de aguas dcidas como de lodos o sedimentos, provenientes de minas
de cobre.

Las fuentes de origen se resumen en la siguiente tabla.

Clave del Cultivo Fuente de origen del Cultivo Localidad
Bacteriano.

3 aguas de minas de cobre Cananea, Sonora,
(Palacios, 1970). México.

L lodos de minas de cobre Cananea, Sonora,
(Dominguez, 1977). México.

5 aguas de minas de cobre La Paz Matehuala,

(Palacios, 1970). San Luis Potosi,
México.

2) Medios de Cultivo
A) Liquidos.

Silverman et al. (1959), formularon el medio de cultivo 9k, emple

“andélo como cultivo bdsico para el aislamiento y conservacién de thiobaci

117 oxidadores de Fe2*,

Este medio consta de dos partes: 1) Solucion de sales basales con

la siguiente composicidn: (NH4)250 «=3.10g; KCL:..0.1g; K HPOu..O.Sg; -

4 " 2
MgSOu...O.Sg; Ca(NOB)Z...O.lg; agua destilada 700 ml. 2) Fuente de ener-
gia: FeSOh. 7H20...14.74% P/V en 300 ml ds agua destilada; HZSOI+ 10 N...
1.0 ml. El pH se ajusto de 2.7 a 2.8.

Las dos soluciones se esterilizaron por separado; la solucidén de

sales basales se esterilizé en autoclave a una temperatura de 120°C =---=

(15 1bs. de presion) durante 15 minutos. La solucién de sulfato ferroso
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se esterilizé a travéz de un filtro Millipore.

Este mismo medio 9k se empled con distintas fuentes de energia ta
les como: azufre elemental y tiosulfato de sodio, a una concentracion de
1g/100 ml de medio; de acuerdo al medio de cultivo descrito por Unz -—

t al. (1960), esterilizdndolo en autoclave a 10 lbs. de presion durante

3 dias.

Modificaciones al medio de Cultivo

El medio de cultivo bdsico 9k se prepard ajustando pof separado el
pH de las dos soluciones que lo constituyen, para lo cual se empled  ---
HZSOL+ 10 N, adicionando 0.7 ml de este a la solucidn de sales basales, vy
0.3 ml a la solucion &e sulfato ferroso, para tener un pH de 2.8.

a) Cambios en la fuente de nitrdégeno.

Con el propdsito de observar el efecto de tres fuentes distintas
de nitrégeno (peptona, KNO3 y Urea) en el crecimiento de las bacterias, -
los medios de cultivo se preparardn sustituyendo 3.0 g/l de (NH,_*)ZSOL+ del
medio 9k original, por 10 g/l de peptona, 5.04Vg/1 de KNO3 y 4.49 g/1 de
urea.

b) Eliminacion de algunos nutrimentos del medio de Cultivo.

para observar el efecto del medio 9k incompleto en el crecimiento
de las cepas sujetas a estudio, se prepararon medios de cultivos exentos
en cada uno de los cinco nutrimentos (NH4)2504, Ca(N03)2, MgSOA. 7H20,

KZHPO KCI.

1+:

c) Cambios en la concentracidn de los constituyentes del medio de
cultivo.

Para determinar las concentraciones mas adecuadas para el desarro

1lo de las cepas (3,4, y 5), se prepararon cultivos modificados en la con

centracion de: a) FeSOu. 7H20 en concentraciones de: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
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Para los medios sélidos 9k-tiosulfato y azufre, se empled la con
centracién original de azufre y tiosulfato reportada por Unz et al. (1960).

Se utilizé, ademds, el medio sélido tiosulfato-agar descrito por

Waksman (1922).

3) Aislamiento y purificacidn de los Cultivos.

Las cepas bacterianas se aislarén de dos fuentes de origen: aguas
de minas de cobre y lodos o sedimentos. 1 ml de agua de mina o de una sus
pension de los sedimentos, constituyerdn el indculo inicial para el medio
9k liquido (con sulfato ferroso como fuente energética). Después de, =--
aproximadamente, 20 resiembras sucesivas en este mismo medio, se sembrd -
en el medio 9k-agar, antes descrito, siguiendo el método de las dilucio--
nes. De las colonias desarrolladas en este medio se resembrd nuevamente
al medio 9k liquido. Entre 5 y 10 resiembras de medio liquido a sélido y
viceversa, nos permiten considerar puras cada una de las cepas utilizadas

verificando, en cada caso, las curvas de crecimiento, Palacios (1970).

4) Mantenimiento de las cepas bacterianas.

Las cepas se resembraron por periodos que variarén de acuerdo a
la fuente energética empleada para su desarrollo. Las cepas sembradas en
medio 9k con sulfato ferroso se resembraron semanalmente, en tanto que -
las crecidas en cultivos conteniendo azufre elemental y tiosulfato de so-

dio se resembraror cada 25 y 15 dias, respectivamente.

5) Indculo.
El indculo, para cualquiera de los medios liquidos utilizados, con
sistié de 1 ml de cultivos de 4 dias en medio 9k liquido original. Para

inocular las placas de medio sélido se utilizé este mismo tipo de cultivo,

6

empleando diluciones entre 10“ y 10°.
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4,422 y L4 .22 g/litro; b) (NHA)ZSOQ a concentraciones de: 1.5, 3.3 y 6.6
g/l; «¢) MgS0y, - 7H20: 0.5, 1.0y 2.0 g/1; d) KZHP043 0.5, 1.0y 2.7 ===
g/litro. Al variar la concentracién de un nutrimento, la concentracion -
de los cuatro restantes fueron, igual a la utilizada en el medio 9k origi
nal.

d) Adiciones de glucosa.

Para observar el efecto inhibitorio de azlcares en el crecimiento
de las cepas en estudio, se utilizaron dos medios: a) el medio liquido 9k
glucosa, con glucosa al 1%, preparada en 100 ml de agua destilada; ésta -
solucion de glucosa previamente esterilizada en autoclave a 5 lbs. de -
presién durante 90 minutos, Meynell (1965). Se adiciona a las sales basa
les previamente esterilizadas.

b)E] medio de cultivo FeG (Fierro glucosa), propuesto por Shafia
et al (1969), que entre otros constituyentes, contiene glucosa al 1%, ex-
tracto de levadura 0.01% y solucidn de sulfato ferroso al 2%.

Para observar la asimilacidn de glucosa en cultivo pobre en COZ,
se utilizé el medio 9k glucosa, antes descrito, en matraces erlenmeyer de
250 ml con 100 ml de medio de cultivo, sellados asépticamente con un tapon
de hule provisto de dos tubos de vidrio; uno de ellos con un filtro ( a -
base de papel filtro, carbdn activado y algoddn). A cada matraz se le =
extrajo el aire contenido por medio de una bomba de vacio, y se les inyec

to oxigeno a travéz del filtro.

B) SOLIDOS.

Para propdsitos de aislamiento, se utilizé el mismo medio 9k, adi
cionado de 3.0 g de bacto-agar/100 ml, y modificando la concentracion de
sulfato ferroso original a 1.474% P/V. El pH de la solucidn de sales ba-
sales se ajusté a 6.0 y de la solucion de Fe‘SOI+ a 2.7 - 3.0, antes de la

esterilizacion.
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6) Condiciones de Incubacidn.

Todos los cultivos 1iquidos se incubarén en agitacién (100 rpm),
con excepcién de los utilizados para el crecimiento en condiciones de mi=-
croaerofilia, a una temperatura de 28°a 30°C.

Los cultivos en medios sélidos se incubaron en cdmara himeda a

las misma temperatura antes indicada .

7) Estimaciodn del Crecimientp-en medio liquido.

a) Cualitativa.

Se hizo por la estimacidn visﬁal del oxido férrico; la presencia
de dicho precipitado es directamente proporcional al crecimiento bacteria
no.

b) Cuantitativa.

Enlel niedio Sk=Fe*’.

La determinacidn del crecimiento bacteriano, se detecté indirec-
tamente, por la cuantificacién del i6n ferroso remanente en los cultivos,
siguiendo el método oxidimétrico descrito por Scott (1939), y Orozco ===

(1970) .

En medio 9k azufre.

En medios de cultivo, con ésta fuente energética, el crecimiento
bacteriano se estimé por el contenido de sulfatos en el medio de cultivo,
para lo cual se empled el método volumétrico modificado por Windestein vy
_ descrito por Scott (1939); este método emplea dos titulantes Bacl2 1/4 N
y K2Cr0u 1/4 N. EIl medio de cultivose filtré previamente a la determina-

cién volumétrica, utilizando papel Whatman No. 42.

En medio 9k-tiosulfato.

Se determino cuantificando el tiosulfato remanente u oxidado en
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el medio de cultivo, segin el método de Pierce y Haemish descrito por --
Scott (1930) y Orozco (1970).
Todas las estimaciones se realizaron considerando 2 curvas por

cada cepa. Los resultados se encuentran referidos a un valor promedio.

8) Crecimiento bajo condiciones de Microaerofilia.

Para esta prueba se emples el método de la vela descrito por --
Burdon y Williams (1971). La estimacién del crecimiento se ilevo a cabo

por los métodos antes descritos.

9) pH

Tincidén Gram por el método modificado de Huncker (Burdon y ==--
Williams (1970). Tincidn de rojo congo, nigrosina, Meynell (1965) .

Para determinar Ié movilidad se empled la tincidn de tinta china
y la técnica de gota pendiente. La tincién de de giemsa fue utilizada en
la diferenciacién de células bacterianas bdsofilas de acidéfilas, de acu-
erdo a las técnicas descritas por Burdon y Williams (1971).

Todas las preparaciones se hicieron a partir de cultivos liqui=--
dos inoculados con colonias aigladas en medios sélidos, con distintas fuen

tes de energia (sulfato ferroso, azufre elemental y tiosulfato).
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1V RESULTADOS Y DISCUSION.

1) Caracteristicas Morfoldgicas y Culturales.

Las tres cepas bacterianas (3, 4y 5), sujetas a estudio, resul-
taron ser bacilos cortos, gram negativos con un tamafio que varié entre -
0.5 a 0.8 x 1.0 micras.

En las tres cepas las célﬁlas aparecen en pares Yy, ocacionalmen-
te, formando grupos de tres o mds células.

En todas las cepas se aprecié motilidad, siendo las cepas 3 y 4
las mds méviles.

En base a la tincidén de Giemsa, las tres cepas resultaron acidé-
filas.

En el cuadro 1 se presenta una comparacion entre estos datos y
los reportados en la literatura paral. ferrooxidans.

La descripcion de las caracteristicas de cultivo obtenidos para
las cepas sujetas a estudio, asi como los citados en la literatura para
T. ferrooxidans, se describen en el cuadro 2.

De acuerdo a nuestros resultados en el medio de cultivo sélido-
Fe2+, todés las colonias de las cepas bacterianas (3, 4 y 5) fueron poco
mds o menos ovaladas y de bordes irregulares, presentando un color desde
amarillo mostaza cuando jovenes (2-3 semanas), a ocre cuando viejas (5-6
semanas), con centro obscuro, y algunas bien delimitadas. EIl tamafio de
las colonias varié de 0.5 a 0.8 mm.

En el me&io sé1ido 9k-azufre solo crecieron colonias de las ce--
pas 3 y L.

Las colonias de la cepa 3 fueron blancas redondas granulares, -
andlogas a las reportadas por Unz et al. (1960). En tanto que las colo--

nias de la cepa 4 presentarén caracteristicas no reportadas en la litera-



_57_

tura para T. ferrooxidans, siendo colonias mucoides, transparentes, no =
bién delimitadas, que tardarén en desarrollarse del 1/2 a 3 meses.

Las colonias de las cepas 3 y 4, en medio sélido 9k-tiosulfato,
presentaron caracteristicas andlogas a las descritas por Kinsel (1960), -
cuadro 2. Algunas colonias de la cepa 4 mostraron caracteristicas no re-
portadas en la literatura, siendo colonias semimicroscépicas de color ro-
sa palido, redondas, planas de bordes regulares y con un tamafio de 0.5 x
1.0 mm.

Con el medio GYE(Fe2+ agar, glucosa 1%, extracto de levadura --
€.01%) Shafia et al. (1969), empleado para obtener el desarrollo colonial
de las tres cepas, no se obtuvo crecimiento, probablemente debido a que -
las cepas requieren de una previa adaptacién en el medio liquido con glu-
cosa, antes de ser inoculaaas a un medio sdlido.

El medio de cultivo sélido 9k-peptona permitid, unicamente, el -
desarrollo colonial de la cepa 4. Las colonias desarrolladas en este ca-

so crecieron a las 3 semanas de 5u inoculacién y fueron blancas, granula-

res, no bien delimitadas, alcanzando un tamafio de 0.1 - 0.5 x 0.1 mm.

2) Caracteristicas fisioldgicas.

.1 pH
* 24 .

.1.1 Fe (como fuente de energia)

Las curvas de crecimiento en el medio de cultivo 9k original, -
coinciden con el intervalo de pH éptimo (2.75 - 3.00), reportado por ===
Silverman et al. (1959) para el crecimiento de F. ferrooxidans, asi como
con los descritos por Unz et al. (1960), Kinsel (1960) para F. ferrooxi--

dans, T. ferrooxidans y F. sulfooxidans, respectivamente, y los encontra-

dos'en el Manual de Bergey para I. ferrooxidans. figs. 3, L4, 5, cuadro 5.
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En el medio 9k original no siempre se encontré una relacidn di--
recta entre la produccién de acidez del medio de cultivo y la oxidaciodn
de Fe2+.

T . 2+
Los resultados indican que con el medio 9k-Fe a un pH de 1.95,
el incremento de acidez fue poco, al igual que el aumento en la oxidacion
del sustrato (Fe2+).
El mdximo de acidez lo dié la cepa 4, siendo el pH de 1.70 a las

96 horas con 24.60% Fe3+

; en tanto que las cepas 3 y 5 durante este mis-
mo tiempo de incubacién presentaron uﬁ pH de 1.80 con 27.90 y 36.80% de
Fe3+. fig. 1,cuadro 3.

Estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos por Kinsel -
(1960), quien en sus estudios con cultivos inoculados con F. sulfooxidans,
encontré que un pH de 1.9 no resultd ser el adecuado para el desarrollo -
de thiobacilli ferrooxidantes, los cuales provocan una escasa acidez en
el medio de cultivo.

Con este mismo medio, 9k original a un pH de 2.3, las cepas 3yk4
fueron las dnicas que presentaron un sus cultivos un aumento en la aci---
:z, a medida que la oxidacidn del Fez+ progresé, de tal forma que a las
96 horas las cepas realizan la completa oxidacidn del sustrato energético
provocando un pH de 1.70.

Los resultados con la cepa 5 bajo, estas mismas condiciones y ==
tiempo de incubacién, fueron un pH de 1.85 y 100% de Fe3+, fig. 2, cuadro
. 3.

Cuando se ajusté a un pH de 2.75, las tres cepas produjeron una
escasa disminucidn del pH conforme el crecimiento bacteriano transcurria,
de manera que, a las 96 horas, las tres cepas alcanzan una completa oxida

cién de Fe2* con un pH de 2.45, en los cultivos de las cepas 3 y L, y un

pH de 2.50 en los de la cepa 5. Estos resultados indican una relacién di
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2

recta entre el aumento en la oxidacidn de Fe 5 y la acidez en el cultivo,

que es andlogo a lo reportado por Unz et al. (1960), quienes al trabajar

con las cepas F. ferrooxidans y T. ferrooxidans, las cuales provocaron -
una completa oxidacién del medio, a las 72 horas y un pH de 2.2 - 2.0 en
el cultivo, fig. 3, cuadro 3.

Las cepas 3 y 5, en medio 9k preparado a un pH de 2.85, dierén
una relacién directa entre el aumento de acidez en el medio y el incremen
to de oxidacidén del sustrato Fe2+. A las 96 horas, las cepas 3, Ly5 -
provocaron la mayor acidez (pH de 2.6), fig. 4 cuadro 3. Este mismo com=
portamiento se observé en el medio de cultivo 9k a un pH de 3.0, obtenien
dose sélo la oxidacidn total del sustrato energético (Fe2+) en las tres -
cepas, a las 72 horas, con un pH de 2.75, fig. 5, cuadro 3.

Los resultados de Kinsel (1960), obtenidos en sus estudios con
F. sulfooxidans, concuerdan con los resultados de la presente investiga--
cidn, ya que esta autora encontré que el pH, al que ésta bacteria obtuvo
el mejor desarrollo, fué el de 2.85.

Silverman et al. (1959), también obtuvieron resultados similares
para F. ferrooxidans, cuando utilizaron un medio de cultivo a pH de 3.0,
reportando, a las 72 horas, una mdxima oxidacion de Fe2+ y una mdxima aci
dez (pH de 2.2).

No se utilizé un pH mayor de 4 debido a que, en esas condiciones
la oxidacién quimica de Fez+ es mds intensa y no permite observar la oxi-

dacidn bioldgica claramente.
1.2 Azufre (como fuente de energia).

En el medio 9k-azufre inoculado con cada una de las cepas, a un
pH inicial de 3.0, se observé que la oxidacidn del azufre fué directamen-

te proporcional al incremento de acidez en el medio de cultivo. A los
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25 dias la cepa 5 fue la que provocé la mayor acidez en el medio dando un
pH de 1.15, Siguiendo en orden decreciente la cepa 3, que provocé un pH
de 1.25 y la cepa 4 con un pH de 1.27. Estos datos estdn de acuerdo con

los de Unz et al. (1960) para T. ferrooxidans y F. ferrooxidans. Ambas

cepas oxidaron completamente el azufre elemental al cabo de 7 dias, y die
ron un pH de 1.8 fig. 6, cuadro 4.

El crecimiento y acidez mds rdpido, reportado por estos autores,
se puede explicar debido a que el medio de cultivo que ellos utilizaron
fué preparado a un pH de 4.0 , pH en el que se favorece la oxidacidén qui-

mica del azufre.

1.3 Tiosulfato de sodio (como fuente de energia)

Las tres cepas lograron desarrollarse en este medio, siendo la
cepa 5 la que logré el mejor desarrollo y predujo, a los 14 dias, un pH
de 3.4, y las cepas 3 y 4 un pH de 3.90 y 3.97, respectivamente. No se -
observé una relacién directa entre la oxidacidon del sustrato energético
(tiosulfato de sodio) y la produccidén de acidez. Este efecto no coincide
completamente con lo observado en los estudios de\Unz et al. (1960), es-
tos autores encontraron un decremento del pH a medida que la oxidacién -
del sustrato transcurre; esto puede deberse a que el pH del medio emplea-

do fue de 5.0, el cual favorece a la oxidacidn quimica de ese sustrato.

Fig. 7, cuadro 5.

1.4 Medios de Cultivo Modificados.

1.4.1 Cultivos con distintas fuentes de Nitrdgeno.

Am_nio.
En presencia de esta fuente de nitrdégeno, las tres cepas presen-

taron una relacién directa entre la acidez del medio y la oxidacién del
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Fe2+, fig. 4, cuadro 3. Este hecho coincide con los resultados reporta

t al. (1959), Unz et al. (1960); Kinsel (1960).

dos por Silverman

Nitratos.

La dnica cepa que presentd una clara relacidn entre el aumento
de acidez del cultivo y el incremento en la oxidacion del Fe2+, fue la ce
pa 3, a las 96 horas; provocando un pH de 2.75, en tanto que para las ce-
pas 4 y 5 el pH fue de 2.90. fig..8, cuadro 6.

Urea.

Las tres cepas, en el medio de cultivo 9k con urea, no presenta-
ron una relacién directa entre el % Fe3+ obtenido y la produccién de aci-
dez en el medio. La cepa 3 produjo el mayor descenso del pH a las 96 ho-

ras, siendo éste de 3.1. a 3.0 fig. 9, cuadro 6.

Peptona.

En el medio 9k con peptona, la cepa 4 preéenté un claro aumento
de acidez en el medio, a medida que la oxidacion de Fe2+ transcurrio. A
las 96 horas esta cepa logro un pH de 2.80. Las cepas 3 y 5 provocaron
un pH en el medio de 2.95 y 3.1, respectivamente, fig. 10., cuadro 6.

1.4.2 substitucidon y eliminacidn de nutrimentos en el medio de
Cultivo.

En los medios exentos de fuente de nitrdégeno (NHQ)ZSOA y Ca(N03)2
asi como el medio exento en sulfato de magnesio (MgSOu. 7H20), las tres -
cepas no indicaron una clara relacidn entre la oxidacidn del sustrato --

energético y la disminucidn del pH del medio, figs. 11, 12 cuadro 7.

La cepa 3 en el medio exento en KZHPOh’ y las cepas 3 y 5 en el
medio exento en KC1, fueron las Unicas que indicaron una relacidn directa

entre el aumento de acidez en el medio y el incremento de oxidacién de -
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Fe2+. La cepa 3 en el primer medio (exento de KZHPOA) obtuvo a las 96 ho
ras un pH de 2.6. En tanto que las cepas 3 y 5 en el segundo medio (sin

KCL) provocaron un pH de 2.90, figs. 13 y 14 cuadro 7.

1.5 Medio 9k-glucosa.
Las cepas 3 y 4 fueron las dlnicas que indicaron un aumento en

2+ aumento, detec-

la acidez a medida que la velocidad de oxidacién del Fe
téndose a las 96 horas un pH de 2.3 y 2.25, respectivamente, fig. 15, cua

dro 8.

2. Respuesta a diferentes fuentes de energia.

2.1. Sulfato ferroso.

En cuanto a la velocidad de crecimiento de las tres cepas en es-
te sustrato, se observé que las cepas 3 y 4 logran oxidar completamente -
el Fe?t a las 72 horas. fig. 5 cuadro 3. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Kinsel (1960) para F. sulfooxidans. La cepa 5 consi--=
guié la completa oxidacién de este sustrato a las 96 horas. Andlogos -
resul tados fueron reportados por Silverman et al. (1959); Unz et al. (1960) °

y Gutiérrez et al. (1968) para T. ferrooxidans.

2.2 Azufre elemental.

Al utilizar medio 9k-azufre, se aprecidé que las tres cepas logra
ron una buena oxidacidn del sustrato a los 25 dias. La cepa 3 produjo la
mayor cantidad de sulfatos, 93.50%, y 88.50 y 77.50% las cepas 5 y 4 res-
pectivamente fig. 6, cuadro 4. Los resultados obtenidos son andlogos a

los encontrados por Unz et al. para T. ferrooxidans y F. ferrooxidans.
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2.3 Tiosulfato de sodio.

Las tres cepas crecieron en el medio 9k-tiosulfato, particular--
mente la cepa 5 la cual obtuvo un mejor crecimiento logrando, a los 14 -
dias, un 40.45% de tiosulfato oxidado, las cepas 3 y 4 oxidaron en el mis
mo tiempo de incubacidn 18.18 y 12.34% de tiosulfato fig. 7, cuadro 5.
Estos resultados son andlogos a los de Unz et al. (1960), para F. ferro--

oxidans obteniendo el crecimiento logaritmico de esta cepa se puede expli

car por el pH del medio de cultivo, que fue cercano a 5.

Medios de Cultivo Modificados.

Respuesta a diferentes fuentes de Nitrdgeno.

Aminio.

2+ a las 72 horas.

Las cepas 3 y 4 oxidaron completamente el Fe
En tanto que la cepa 5 lo realizé a las 96 horas. fig. 5, cuadro 3. Los
resultados obtenidos con las cepas 3 y 4, coinciden con los obtenidos por
Unz et al. (1960), Kinsel (1960), Mientras qué los resultados con la ce-

pa 5 estdn de acuerdo con lo reportados por Silverman et al. (1959 b), vy

Gutiérrez et al. (1968).

Nitratos.

Las tres cepas problema, con esta fuente de nitrégeno oxidaron -
bien el sustrato energético (Fe2+) apreciandose una ligera disminucidn en
la capacidad oxidativa, si se compara con el medio 9k original. La cepa
3 alcanzé la méxima oxidacién a las 96 horas (90.96% Fe3§, fig. 8,cuadro 6.

Colmer et al. (1947) encontraron que los nitratos no resultan ser

la mejor fuente de nitrdgeno en el desarrollo de los thiobacilli ferrooxi-

dantes.
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Kinsel (1960), y Gutiérrez et al. (1968) reportaron andlogos re-

sultados a los obtenidos por Colmer al. (1947), obteniendo con F. sul-

%

fooxidans y T. ferrooxidans, 11.92% y 10% de Fe3+, respectivamente, a las

72 horas de incubacion.

Urea.

Los resultados de la oxidacion de Fe2+

con esta fuente de nitré-
geno, indicaron que la cepa 4 logré el mejor desarrollo a las 96 horas, -
91.82% y 78.62 y 25.81% de Fe3* con las cepas 3, 4 y 5 respectivamente, -
fig. 9, cuadro 6. Los resultados con la cepa 4 a las 72 horas, (47.14% -
Fe3+) son comparables a los obtenidos por Kinsel (1960), ya que esta auto

ra obtuvo 42.49% Fe3* en el mismo tiempo de incubacion.

Peptona .

Con esta fuente de nitrégeno las tres cepas presentaron una dis-
minucién en su habilidad para oxidar el Fe2+, comparando con el medio 9k
original. Las cepas 3 y 5 lograron el mejor crecimiento en este medio, -
los resultados obtenidos con la cepa 4 a las 72 horas (33.85% Fe3+), re--
sultaron similares a lo reportado por Kinsel (1960) con F. sulfooxidans

el cual fue de 30.30% Fe>. fig. 10, cuadro 6.

Medio de cultivo exento de nitrdgeno.

Las tres cepas crecieron en este medio incompleto. Los resulta-
dos indican qué la cepa que mejor crecid bajo estas condiciones fue la ce
pa 4 logrando, a las 96 horas de incubacidn, 75.84% de Fe3, y 70.73 y ==
64.41% de FeB'Ias cepas 3 y 5, respectivamente. fig. 11, cuadro 7.

t al. (1947), atribuyé estos resultados pa-

Starkey, en Colmer
ra este tipo de bacterias, al hecho de que estas bacterias pueden obtener

el nitrégeno que requieren absorbiendolo del aire en un medio acido, o
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bién, utilizando el nitrégeno que pudiera llegar al medio de cultivo como
impureza de los otros constituyentes no nitrégenados; este investigador -
obtuvé estos resultados con cultivos de T. thiooxidans.

Con los cultivos exentos en sulfato de magnesio (MgSOu.7H20) y
cloruro de potasio (KCL), no se detectd una alteracidén en la velocidad de
oxidacién, en comparacién con el medio 9k original. Silverman et al. -
(1959) obtuvieron resultados similares con F. ferrooxidans. Beck (1960) -
coﬁfirmé este comportamiento, utilizando T. ferrooxidans, fig. 12, 14, -
cuadro 7.

Con el medio exento de KZHPOQ, lnicamente la cepa 4 se comportd
en igual forma que en el medio 9k original, ya que con las cepas 3 y 5 se
detecté un ligero decremento en la velocidad de crecimiento, con respecto
al medio de cultivo original. fig. 13, cuadro 7.

Respuesta de las cepas problema a distintas concentraciones de =

cada Constituyente del medio de Cultivo 9k.

Sulfato Ferroso

De los experimentos realizados, empleando distintas concentracio
nes de sulfato ferroso (0.5, 1.0, 2.0, 4.4, 44.22 g/1), se desprende que
el crecimiento de estas tres cepas bacterianas bajo distintas concentra--
ciones varié de tal modo, que a una concentracién de 0.5, 1.0 y 1.5 g/l -
se observé un descenso en el crecimiento bacteriano estimado por la forma
cidén de Fe3+. Estos resultados estdn de acuerdo con los encontrados por
Gutiérrez et al. (1968), quienes a concentraciones de 0.5, 1.0 g/1, repor
tan 68 y 95% de Fe3* con T. ferrooxidans a las 96 horas.

Las cepas 3,4 y 5 produjeron a una concentracidn de 0.5 g/1 66.97.
54,60, 57.90% de Fe3+, respectivamente, y a la concentracion de 1.0 g/1,

72.27, 86.18 y 72.27% de Fe3+, con las cepas 3, 4 y 5, respectivamente, -

figs. 16, 17 y 18, cuadro 9.
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A una concentracién de 2.0 g/1, la dnica cepa que logro oxidar
completamente el Fe2+, a las 96 horas fue la cepa 3, ésto estd de acuerdo
con lo reportado por Gutiérrez et al. (1968), fig. 19, cuadro 9.

Con las concentraciones de 4.4 y 44.22 g/1, esta dltima concen--
tracidn del medio 9k original, las cepas 3 y 4 oxidaron el sustrato Fe2t
completamente, a las 72 horas, y la cepa 5 lo realizé a las 96 horas figs.
20, 21 cuadro 9. Estos resultados coinciden con lo reportado por  =====
Silverman et al. (1959), Unz et al. (1960), Gutiérrez et al. (1968) y ~--

Touvinen et al. (1971).

Sulfato de Amonio.

A la concentracidn de 3.5 g/1 de sulfato de amonio se obtuvo, =

2+ oxidado a las 96 ho

con las tres cepas, la mdxima oxidacidon (100% de Fe
ras). En orden decreciente, con la concentracién de 1.5 g/1 (de 72 a 82%)
y, por Gltimo, a la concentracidn de 6.6 g/1, se aprecié un efecto inhibi
torio sobre las tres cepas, llegando unicamente a ser oxidado de un 50 a
549 de Fe2+ a las 96 horas de incubacidén. figs. 22, 23 y 24, cuadro 10.
'Segﬁn nuestros resultados la concentracién de 3.5 g/1 de ésta sal, resul-

2+ a las -

to ser la mds adecuada, permitiendo la completa oxidacidon de Fe
72 horas, por las cepas 3 y 4, y a las 96 horas por la cepa 5. fig. 23, cua
dro 10.

Los resultados obtenidos con las cepas 3 y 4 coinciden con los -

reportados por Unz et al. (1960), y Kinsel (1960), mientras que los resul

tados con la cepa 5 son similares a los de Gutiérrez et al. (1968).

Sulfato de Magnesio

A una concentracidn de 0.5 g/1 de sulfato de magnesio, las tres

cepas realizaron a las 96 horas la completa oxidacién del sustrato Fe2+

fig. 25, cuadro 11.
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A concentraciones de 1.0 y 2.5 g/1 de esta sal, la velocidad de
oxidacién del FeZ* disminuyé sensiblemente, fig. 26, cuadro 11. Con la
concentracién de 1.0 g/1 de sulfato de magnesio, las tres cepas, a las =-

96 horas oxidaron de 60.35 a 64.75% de Fe2+.

Mientras que con la tercera
concentracién las cepas 3 y 5 produjeron la mayor oxidacion (67.88% de -
Fe3*). fig. 26 y 27, cuadro 11. Silverman et al. (1959 a, b,) obtuvie--

ron con F. ferrooxidans y a una concentracion de 0.5 g/1, resultados simi

lares.

Fosfato dipotdsico.

Los cultivos desarrollados a una concentracién de 0.5 g/1 de --
KoHPOy, , produjeron 87.99% de Fe3+ con las cepas 3 y 5 y 50.27% de Fe3+ -
con la cepa 4 a las 96 horas de incubacidn, fig. 28, cuadro 12. A una
concentracién de 1.0 y 2.7 g/1, de esta misma sal, las cepas 3 y 5 dismi=

nuyeron su velocidad de oxidacidn del Fe2+, a la vez que la cepa 4 mostré

un aumento en su velocidad de oxidacién a la concentracidn de 2.7 g/1 de

KZHPO en el mismo periodo de incubacién. figs. 29 y 30, cuadro 12. Es-

L
tos resultados son andlogos a los de Silverman et al. (1959) y Beck (1960).

Efecto de la glucosa en el medio de cultivo completo.

El crecimiento de las tres cepas bacterianas, en este medio de -
cultivo, fué similar al encontrado en el medio 9k original. Las cepas 3
y 4 casi no resultaron afectadas por la glucosa, oxidando de 95.76 y 93.29%
de Fe2+, respectivamente, a las 96 horas. Un efecto contrario se aprecio
con la c;pa 5, en la cual se logré una baja oxidacion de Fe2+ igual a ==
32.82% de Fe3+, fig. 15, cuadro 8. Estos resultados no estdn de acuerdo

t al. (1951) con I. fe--

con los primeros estudios realizados por Colmer

t al. (1956) con F. ferrooxidans.

rrooxidans, y los hechos por Lundgren
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Estos investigadores indicaron una inhibicién del crecimiento de
estas bacterias cuando el medio contenia materia orgdnica (glucosa). Sin

embargo, Shafia et al. (1969) y Remsen et al. en Tabita et 1. (1971 a,

b, c), indicaron que estas bacterias crecen en este medio utilizando como

2+

primer sustrato energético al Fe” el cual, una vez agotado, provoca la

utilizacidn de la glucosa, este comportamiento Tabita et al. (1971 a, b,
c), lo han relacionado con la aparicidn, en las bacterias, de una capaci-
dad enzimdtica que les permite disparar un mecanismo heterotréfico, del

cual se tienen pocas evidencias experimentales.

Asimilabilidad de la glucosa en el medio de cultivo con atmos fe-
ra pobre en COs.

Esta prueba permitid observar la capacidad para utilizar efecti-
vamente el carbono orgdnico (glucosa) por las tres cepas. Las cepas 3y

5 crecieron ligeramente en este medio de cultivo, como lo indica la esca-

sa oxidacion del Fe2+.

La cepa 4 fue incapaz de crecer en este medio de cultivo, cuadro
13. Los resultados obtenidos con las cepas 3 y 5 coinciden con los repor

tados por Shafia et al. (1969) y Tabita et al. (1971 a,b,c), Estos auto=-

res encontraron que estos thiobacilli pueden adaptarse a cultivos que con

tienen glucosa como dnica fuente de carbono, perdiendo su capacidad oxi--

2+ 2+

dar Fe?t cuando se inoculan a medio 9k-Fe“" nuevamente, demostrando asi

un cardcter heterotréfico.

Medio de Cultivo con baja tensidn de Oxigeno.

Las cepas 3 y 4 no crecieron bajo estas condiciones, en tanto que
la cepa 5 fué la lnica que realizé una escasa oxidacion de Fe2+, después

de un periodo de incubacién de 5 dfas, cuadro 14.
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En el cuadro 15 se indica la comparacidn entre nuestros resulta-
dos para las pruebas fisioldgicas de las tres cepas enunciadas anterior=-

mente, y las reportadas en la literatura.



Cuadro 1 Comparacién entre las caracteristicas morfélogicas de
de T. ferrooxidans refortadas en la literatura y las
de las cepas (3,4 y 5) sujetas a estudio.
Especie Forma Tamafo Motilidad Gram Giemsa
micras
I. ferrooxi- Célula re-
dans. Colmer donda, cor 0.5 x 1.0 + + ?
et al.(1951) ta y aisla
y Unz et al. da. g
(1960).
F. ferrooxi- Célula re-
dans. Leathen donda y -- 0.6 x 1.0 - + + ?
et al (1954). aislada. 1.5
y Unz et al
(1960).
F. sulfooxi-- Célula re-
_dans. Kinsel dondasalss
(1960). lada, rara- 0.5 x 1.0 - + + ?
mente en -
pares.
1, ferrooxi- Células re-
dans, Bergey dondas,sim-
0.5 x 1,0 + + acidofila (Jacson
(1974). ples o en -
et al. (1968) y
BOLSS. e Niemela et al (1972).
cionalmente o
en cadenas.
Clave de la i = TR
cepa bacte-
riana.
3 Cocobacilos
pequeiios, - 0.6 - 0.8 + + acidofila
aislados o x 1.0
pares.
4 Cocobacilos
aislados,o- 0.5 - 0.8 + + acidofila
cionalmente x 1.0
en cadenas.,
5 Cocobacilos 0.6 - 0.8
x 1.0 + + acidofila

aislados en

cadenas,



Cuadro 2 Comparacién entre caracteristicas culturales de T, ferrooxi-

dans reportadas en la literatura y las (cepas 3, &4 y 5) --

objeto a estudio.

Especie

2+
Agar-Fe Agar-azufre

Agar -tiosulfato

T. ferrooxi-
dans. Colmer
et al.(1951),
Bryner et al

(1959).

Colonias elevadas,rigidas
de color ocre rojizas,gra-
nulares, lustrnsas,y redon-

das.

Colonias pequefias de
margenes irregulares

blancas en el centro.

F. ferrooxi-
dans. Leathen

t al (1954).

Colonias pequefas con mar-
‘e.es irregulares, humedas,

de color pardo.

F. sulfooxi-
dans. Kinsel

(1960).

T, ferrooxi-
dans. Bergey

(1974).

Colonias circulares, con
margenes requllares, obs-

curas en el centro.

Colonias con &reas cla _
ras, irregulares y de

margenes ondulados.

La apariencia colonial varia Medio turbio,colonias --

de acuerdochn la concentra- irregulares y blancas.
cidn de Fe . A baja concen--

tracién las colonias son mi-

croscopicas de color &mbar, -

lobuladas y con 6xido ferrico

hidratado. 5 elevada concentra

cién de Fe , el crecimiento

de las cnlonias fué abundante

y, las colonias fueron costro-

Sas.

Colonias planas con mar-
genes irregulares, lle--
gando a ser blancas en

el centro.

Clave de la

cepa bacte-

riana,
3 Colonias en pares o aisladas, Colonias mucoides ais'adas
ovaladas, con bordes bien de- transparentes,
limitados, de color ocre y --
obscuras en el centro, i
L Colonias pares ovaladas, ele- Colonias mucoides,aisladas, Colonias micrécopicas,
vadas, de color ocre o amari- y transparentes, circulares de color ro-
sado a blanco, planas y-
duras,
5 Colonias elevadas, de forma

irregular o redonda, con bor-
des delimitados, color amari- agar,

110 (pardo) a ocre.

Colonias mucoides, transpa-

rentes, que sobresalen del

Colonias blancas,granu--
lares, con margenes irre

gulares, microscépicas.




2+
Cuadro 3 Efecto del pH en la utilizacién del sustrato Fe por las cepas

(3,4 y 5), Medio 9k original,

Clave del cultivo bacte-

riano, Tiempo de incubacién en horas,
0 24 48 72 96
+
3+ 3 3" ¢ 3t
pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe PH Fe
% % % o %
Testigo 1.95 0.0 1.90 0.0 1.90 0.0 1.85 0.0 1.85 0.0
3 1.95 0.0 1.95  31.15 1.90 31.60 1.80 35.65 1,80 27.90
L 1.95 0.0 1.75 9,20 1.75 10.02 1.75 10,02 1,70 24,60
5 1.95 0.0 1.75 25,87 1.70 25,87 1.80 36,75 1,80 36.80
Testloo 7730 0.0 T390 0.0 nul:55: 00 550,05 - 1.20E 000
3 2.30 0.0 1.85 10.0 1.75 75,38 1.70 100.0 1.70 100.0
L 2,30 0.0 1.85 10.0 1.75 49 6k 1.70 100.0 1.70 100,0
5 2,30 0.0 2.00 28.0 1.90 87.42 1.85 100.0 1.85 100.0
Testigo 2,75 0.0 2,60 0.0 2,55 0.0 2,50 0,0 2,55 0.0
3 2.75 0.0 2,55 26.55 2,50 81,10 2.50 100.0 2.45 100.0
L 2,75 0.0 2.60 14,28 2,40 52.63 2.45 100.0 2.45 100.0
5 2,75 0.0 2.65 28.52 2.40 88.03 2,40 90.53 2,50 100.0
Testigo 2,85 0.0 2,97 0.0 2,70 0.0 2.8 0 2
3 2,85 22,04 2,80 22004 2065 51.29  2.65 Syi9] e
g 2.85 22,06 2,95 25.81 2,65 81.76 2,70 93.71 2.65 100.0
2.85 19.53  2.95 19.53 2.70 63.53 2.67 83.02 2,60 93 7;
Testigo 3.00 0.0 3.05 0.0 3,05 0.0 2.8 0.0
‘ y ! : . . . 2,80 5
i 3.00 0.0 2.75 68.56 3.05 90.56 2.72 100.0 2.?5 |og.g
3.00 0.0 3.05 81,13 3,10 93.71 2,75 100.0 2.75 100.0




Cuadro 4 Oxidacién del azufre en medio 9k,

Clave del cultivo bacte-

riano,
Tiempo de incubacidén en dias
0 5 10 15 20 25

pH SO B pH SO= pH SO- pH SO= pH SO_ pH SO_

t % b % b % % b 7
Testigo 3.10 |55 2,90 5.0 2.90 7.0 2.75 14,0 2,45 14.0 2.45 14.0
3 210 2.0 1290 33025 1.55 52,50 1.25 60,50 1,20 84.0 1.25 93.50
L 3.10 1.5 1.85 34,00 1.40  77.50 1,20 77.50 1,27 77.50 1.27 77.50
5 S 1) 1.5 1.95 19.50 1,45 55,55 1.30 65.00 1.10 88.50 1.15 88,50




Cuadro 5 Oxidaci6n del tiosulfato en medio 9k modificado.

Clace del cultivo bacteria-

Tiempo de incubacién en dias

no,
0 b 6 10 12 14
H Na S 0 pH Na S O PH Na s O H Na S O H Na S O H
& 223 223 22 £ 29903 B 259 3 2 Na25203 pH N.-szSzO3 pH N.aZSZO3
9cledado %xudado oxidado oxidado gxldado oxTisas oxldsde oxidsds
Testigo
2.95 0.0 2,65 0.0 3.60 0.0 3¢9 0.0 4.0 0,00 3.60 0.0 4,05 0.0 4.0 0.0
3 2.%5 0.0 2,51 0.0 3.42 5.6 3.9 15,36 L1 18,10 3,60 18,18 3,95 18,18 3.90 18,18
b 2,90 0.0 2055 0.0 3.42 0.0 3.75 12,34 3.97 12.30 3.65 12.34 4,00 12,34 3.97 12,34
5 2.95 0.0 2,70 0.0 3.55 0.0 3.90 10.80 3.85 18.10 3.10 30,60 3.55 40,75 3.40 40,75




Cuadro © Efecto de tres diferentes fuentes de nitrogeno en el creci-
miento de las cepas(3,4 y 5).

Clave del Fuente de
cultivo nitrége- Tiempo de incubacién en horas.
bacteria- no.
no.,
(o] 24 48 72 96
3" 3* 3t o 3+
pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe
% % % % %
Testigo 3.10 0.0 2,90 0.0 3500 0.0 3.05 0.0 3.05 0.0
3 3.10 0.0 2.70 15,02 20e75 16,66 2,70 84,21 2.75 9C,60
L KNO3 3510 0.0 3,00 13,23 31,05 16.66 2,90 60,52 2.90 84,79
5 3.10 0.0 37208 5052} 2L 1050 55 N30 G778 368 2010 78.62
Testigo 310 0.0 32.00 " 0.0 3,05 0.0 3,00 0.0 310 0.0
3 3 .10 0.0 310 055 3205 0.55 3,00 20,15 3,00 25.81
L4 Urea 3,10 0.0 2.5 030,33 310830033 3,10 47,14 3,05 91.82
5 310 0.0 3.20 50.27 3100 50.55° S3010. 77,36  3.10 78.62
Testigo 3.10 0.0 3,10, 0.0 3.10 0.0 3.10 0.0 3.10 0.0
3.10 0.0 2,60 8.92 2,60 23,41 2,80 39.60 3.10 42,05
L Peptona  3.10 0.0 3,00 13,14 2.80 14,16 2.85 33.85 2.80 33.85
5 3.10 0.0 3.10 0.80 3's95 25.82 2.90 74, 5 3.10 74 .60



timento, en
Fe
2,65 0.0
80.07 3.00 86.20
3.00 76.70
2,85 70.41

76.07
58.47

pH

gln nu
0.0

Fe

72
PH

incompieto en al
3+

48
pH Fe

Tiempo de incubacidén en horas,
3+

Fe
/0

24

el crecimiento de las cepas (3,4 y 5).
pH

Fe
%

Cuadro 7 Efecto del medio 9k original

pH

Cult’vo
exento

Medio de
de:

Clave del
cultivo
bacteria-

no.,

0.0
2,60 100.0
2,95 100.00

37.49 3,00 91.66

93.55

3.00

0.0
91.47

O O OO
OO OO

olelele]
ke
NN NN

K HPO

Testigo

0.0
8 .84
3.05 4,76
3.05 31.02

2,98
3.00

KC1

Testigo



Cuadro 8 Efecto de la glucosa en la utilizacién del fierro ferroso, me
dio 9k original,

Clave del cultivo bacte- Tiempo de incubacidén en horas.
riano,
0 2L L8 72 96
518 3+ SR 35 i
pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe
Testigo 25 0.0 2,50 0.0 2.80 0.0 2,80 0.0 2.80 0.0
3 2.75 0.0 2.55 47,13 2.97 59.54 2,80 8.78 2,30 95.78
L 2575 0.0 2.50° 39,23 3,00 51,75 2570 87.64 2,25 93,29
5 2,75 0.0 2i.558 29159 2,85 . 2,90 34,82 2,95 32,82




Cuadr» 9 Efecto de distintas concentraciones de FeSO .7H O en el creci---

mient ' de las cepas, L 2

Clave del Concentracién Tiempo de incubacién en horas

cultivo g/s1 FeSOu

bacteria

= 0 24 48 72 96
3+ 3F 3F 3F 3F
pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe pH Fe
% % % % %

Testigo 2,70 0.0 2595 0.0 3.05 0,0 3.00 0.0 3.00 0.0

3 2.70 0.0 2,85 22,77 2,90 Hh 4o 2,85 54,06 2.80 66.97

L 0.5 2,70 0,0 2,65 18,97 2,75 khho 2,75 L4 LOo 2,75 54,60

5 2,70 0.0 2,90 21,20 2.85 L44,ho 2,95 L4hk,4O 2,90 57.90
Testigo 2,70 0.0 2,70 0.0 2,75 0.0~ 3,05 0,0 3.00 0.0

3 2,70 0,0 3,00 44 lko 2,95 Hhho 3,10 72,20 2.85 72.27

L 1.0 2.70 0.0 2.85 16,55 2.85 53,85 2,95 72,20 2,90 86,10

5 2,70 “0,0 2,70 22,21 <5 SN53 8580 075 T2 2782 1O 20027
Testigo 3820 0.0 BRZD 0.0 3510 0,0 3.0 0,0 3,40 0.0

3 1.5 3.20 0.0 3.10 53.98 3.10 57.98 3.0 81.46 2,85 98,74

L 3.20 0.0 2.97 53,66 3,15 81.46 2.7 98.74 2,70 98.70

5 3.20 0.0 3.15 10,79 3.10 23,45 3,20 Lh Lo 2,65 L4 Lo




Cuadro 10 Efecto de las distintas concentraC|ones de (NH ) SO sobre
el crecimiento de las cepas ( 3,4 y 5). L2 4

Clave del Concentracién

cultivo g/l (NHu)ZSO Tiempo de incubacién en horas

bacteria- b
no,
0 24 48 72 96
pH 3+ ' 3* 3" 3* 3+
Fe Fe Fe Fe Fe
% % % % %
Testigo 1.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 it 0,0 29,53 37.13 68,56 77.36
L " 0!0 30.86 40,90 68.56 83.90
5 1l 0.0 30.86 43,14 62.27 2,33
Testigo 3e3 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0
0.0 71.08 81,14 100.0 100.0
b i 0.0 62,29 77.36 100,U 100.0
5 " 0.0 68,57 74,23 78.63 100.0
B e
Testigo 6.6 0,0 0.0 0,0 0,0 0.0
3 T 0.0 30.79 39.60 42,33 5k, 27
L " 0.0 38.96 0.23 47.93 51.96
5 " 0.0 25,76 35,83 42,33 50,2k
Testigo 3.35 0.0 3,40 0.0 3.20 0400  3.25 0.0 3.15 0.0
3 2.0 3.35 0.0 3.15 9.12 3,20 13,29 2,90 68.39 2,60 95.83
L 3.35 0.0 3.15 9.12 3.15 14,68 3,10 54,76 2,60 89.07
5 3.35 0.0 3,10 11.04 3,10  20.8% 2,25 91.66  2.75 94.80
Test .75 0.0 7.60 0.0  2.55 0.0 2.50 0.0 2.55 0.0
S50 g e 2.75 0.0 2.55 57.0 2.20  71.9 2.3571.90  2.60 100.0
L 2,75 0.0 2.55 60,60 2.40 74.10 2.45 94,60 2,50 100.0
5 2.75 0.0 2,65 18.61 2.40 78.10 2,40 94,80 2,50 100.0
Testigo 7.95 0.0 7.65 0.0 2.70 0.0 2.90 0.0 7.90 0.0
3 2.95 0.0 2.65 68.56 2,65 90.56 2,95 100.0 2,95 100.0
L bhe2 2,95 0.0 2.95  81.13 2.80 93,71 2.85 100.0 2.90 100.0
5 2.95 0.0 2,93 38.46 2.85 86,66 2.87 91.66  2.85 100.0




Cuadro 11 Efecto de las distintas concentraciones de MgSOu.7H20 en el -
crecimiento de las cepas bacterianas (3,4 y 5).

Tiempo de incubacién en horas,

Clave del Concentracién

Cultivo g/l
bacteriano. MgS0y.7H20 0 24 48 72 96
ot 3" 3+ 3+ 3+
Fe Fe Fe Fe Fe
% % % % %
Testigo (3J05) 0.0 0.0 0.0 0,0 0.0
3 ) 0.0 26,32 56,29 100,0 100,0
L 4 0.0 9,06 L9 64 100.0 100.0
5 u 0.0 34,65 88.03 95.83 100.0
Testigo 15,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 i 0.0 14,50 14,50 4§ .88 62.89
L 2 0.0 20,11 48,88 50,93 60.35
5 Y 0.0 5.02 28.73 L47.78 64,75
Testigo 205 0.0 0.0 0.0 . 0.0 0.0
3 ! 0.0 10.89 31.69 32,69 67.88
L u 0.0 18.86 19,11 22.67 55¢32
5 " 0.0 11.97 28.92 L7.78 67.88




Cuadro 12 Efecto de distintas concentraciones de KZHPOI+ en el creci-
miento de las cepas (3,4 y 5).

Tiempo de incubacién en horas,

Clave del Concentracioén

cultivo g/l )

bacteriano, KZHPOA 0 2L L8 72 96
g 3* 3* 3* 3"

Fe Fe Fe Fe Fe

% % % %

Testigo 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 Y 0.0 25,16 57.19 57.19 B87..99
L 1 0,0 12,69 32,71 L1,50 50.27
5 1t 0.0 25,17 25,17 30,18 62 .87
Testigo 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 o 0,0 25,17 L4 ,02 50,20 60,18
L " 0.0 25.17 37.02 L 02 50,22
5 i 0.0 25,17 25.17 30.18 62,87
Testigo 2.7 0,0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 t 0.0 12,28 25,15 32,72 88,02
L ) 0.0 12,28 25,15 37.70 69,18
5 it 0.0 12,28 12,58 32 .72 32,72




Cuadro 13 Utilizacién del fierro ferroso en
medio Sk con glucosa y atmésfera
pobre en CO2,

CTave del
cultivo
bacteria- Tiempo de incubacién en dias,
nQ,
0 5
3% Cis
Fe Fe
% %
Testigo 0.0 0.0
3 0.0 19.49
L 0.0 0.0
5 0.0 26.75




Cuadro 14 Crecimiento en medio 9k original y atmés-
fera pobre en 0p , estimacidén en base a
fierro oxidado hecho en cultivos incuba-
bados en condiciones de agitacidn.

Clave del
cultivo
bacteria- .
no, Tiempo de incubacidén en dias
0 5
3* 3k
Fe Fe
% %
Testigo 0.0 0.0
3 0.0 0.0
L 0.0 0.0
5 0.0 8.2




Cuadro 15 Comparacién entre las caracteristicas fisiolégicas reporta-
as en la literatura y las observadas en las cepas (3, 4 y

5)e
Fuentes de Energia Fuentes de Nitrégeno
Especie pH temperatura 2+ + - 3 . ) )
Gptimo éptima Fe Azufre Tiosulfato NH NO Urea Peptona Crecimiento en presencia Asnml]acnén de C Crecimiento en
& 3 de glucosa. orgénico(glucosa) atmésfera po re
en atmésfera po-- en 02 5
bre en CO2,
1. ferrooxidans o
Colmer et al, 2.5 -5.8 28 - 30 C + + ? - - ? ? + ? ?
(1951).
F. ferrooxidans o
Ceathen et al. 3.5 15E=200C + + 5 ? ? ? ? ? ? 2
(1954) .
F, sulfooxidans o :
Kinse 3 2.85 32 C + + + + + + T ? 2 ?
T. ferrooxidans 2.5 - 5.8 15 = 20% + o + & 7 ? ? ? n e
Clave de la ce-
pa bacteriana,
2075 - 3.0 > + + ¥ T ¥ = 5
L 2ol =340 3 + + ¥ = 7 o o

|+

I+
+
I+

5 2,75 - 3.0 o - + + + + _
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fig., 1 Estimacién del crecimiento en medio 9k-Fe, a pH =1.95,
en base al porcentaje de fierro oxidado, @ = testigo
de pH; @pH de la cipa 3; ApH de la cepa k4; B o4 de 1a
la cepagﬁ; 0 de Fe>t de la cepa 3; A de Fe *de la cepa
L Fe “Ode la cepa 5.
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tig. 2 Estimacién del crecimiento medio Yk-Fe a pH 2,3, en
base al porcentaje de fierro oxidado @testigo de pH;
o pH de3la cepa 3; A pH de g cepa L;mpH de 1a3$epa

5, oFe”" de la cepa 3; AFe” de la cepa 4;[JFe’ de
la cepa 5.
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fig. 3 Estimacién del crecimiento en medio 9k-Fe PH = 2,75, )
en base al porcentaje de fierro oxidado, @ testigo de
pH; @ pH de 1a gepa 3; A pH de 1a ceja 4; B pH de la
la cep§+5. oFe de la cepa 3; A Fe3" de 1a cepa L,
O Fe’" de la cepa 5.
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fig. b, &

Estimacidén del crecimiento en medio 9k-Fe pH = 2,85,

en base al porcentaje de fierro oxidado, @pH del tes-

tigo; .EH de 1a cgpa 3; A pH de la cepa ;A Fe’* de

Ta cepa b; A Fe’" de lacepa3 pFe3* de la cepa 5.

pH
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2+
fig.5 Estimacién del crecimiento en medio 9k-Fe  pH =3.00,

en base al porcentaje de fierro oxidado, @ testigo
del pH, pH de l@ cepa 3; ApH de 1a epa L; mMpH --
de la cgpa O Fe’*de la cepa 3; A Fe’t de la cepa
L; OFe de 1a cepa 5.
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fig., 6 Estimacién del crecimiento en medio 9k= azufre, en base

al porcentaje de sulfatos formados. testigo de pH; @
pH de 1a cepa 3;4 pH de la cepa b; %pH de la cepa5;
@ %S0y~ del testigo; O %S0, “de la cepa3; A‘%SOu'de la
la cepa 4; (O %S0,= de la %epa B
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fiilge 7 Estimacidén del crecimiento en medio 9k-tiosulfato, en*

base al porcentaje de tiosulfato oxidado, @ testigo
del pH; @ pH de la cepa 3;A pH de la cepa 4;® pH
de la cepa 5; O tiosulfato oxidado cepa3;Atiosulfato
oxidado cepa 4; @ tiosulfato oxidado cepa 5.
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Efecto de KNO,(fuente de nitrdgeno) en el crecimiento,
estimado en bgse al porcentaje de Fe oxidaddo, @ testi-
del pH; @ pH dg la cepa 3; A pH

la cepa 5.0Fe
la cepa 5.

de la cepa 3; AFe

ge la cepa
* de la cepal;OFe

@ pH 9$

er
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Efecto de la urea(fuente de nitrégeno) en el crecimiento,
estimado en base al porcentaje de fierro oxidado, medio
9k mo ‘ificado; @ pH del testigo; e gﬁ de la cepa 3; ApH_de
la cepa 4; B pH de la cepa 5;0Fe de la cepa3; A Fe3+
de la cepa 4; O Fe?* de la cepa 5.
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Efecto de la peptona(fuente de nitrégeno) en el creci--
miento, estimado en base al porcentaje de fierro oxida-
do. @ pH del testigo;enpH de la cepa 3:4 pH,de la cepa
h;-tgg de la cepafh: pFe’"de la cepa3;p Fe la cepa 4;
OFe de la cepa 5.
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Estimacidon del crecimiento en medio 9k exento de nitré-

geno, en base al porcentaje de fierro oxidado, © pH del
testigo; @ pH g; la cepa 3; A pH desla cepalk; m pH de 3+

la cepa. 0 Fe’  de Ja cepa 3; A Fe” de la cepak;g Fe
de la cepa 5.
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Est:maC|on del crecimiento en el medyo 9k exento de m———

MgSo, @ pH del testigo; gpH,de la cepa 3
la cépa & @ pH gg la cepa 5;0 Fe9 de la cepa 3 ; ggde
la cepa b ; OFe’" de la cepa 5.
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fig 13 Estimacién del crecimiento en medio 9k exento de K_HPO ,es-
timado en base al porcentaje de fierro oxidado; L

@ testigo del pH; @ gﬁ de la cepa 3; A p§+de la cepa b;
® pH,, la cepa 5;0 Fe’” de la cepa 3; AFe” ‘de la cepa 4;
0 Fe’t de la cepa. 5.
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fig. 14

Estimacién del crecimiento en medio 9k exento de KC1, en

base al porcentaje de fierro oxidado; @ pH del testigo;

QpH3ge la cepa 3;
OFe” de la cepa 3; A Fe

pa by

A de,, czpa k;m
3+de Ja cepa

de la cepab; --
8] Fe§I+

de la ce-
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2,0



o el \
251
| L ' L =
0 - 28 72 9% tiempo en horas
fig. 15 Efecto de la glucosa en el crecim ento, estimado en base

al fierro ferroso oxidado,

la cepa 3; A pH
la cepa 3; A Fe

e la cepa 4;
3$ de la cepa

pH del testigo; @ pg+de
g cepa 5; o Fe’Tde
de la cepa 5,

25

20
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Estimacidén del crecimiento en medio 9k con una concentra=
cién de 0,5 g/1 de FeSOu, en base al fierro ferroso oxida-
do; @ pH del testigo; @ pH de la3§epa.3;l pH de la ggpa
cepa b; pH de 1a cepa 5 ; O Fe’" de la cepa 3;AFe’"de
la cepa 4: Fe de la cepa 5,
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fig, 17 Estimacién del crecimiento en medio 9k con una concentra-
cion de FeSO, de 1,0 g/1, en base al fierro ferro .o oxida
do, @ pH del testigo; ¢ pH de la cepa 3; A pH de la cepa k;
@ pH de la cepaS.; o Fe3* de la cepa 3; A Fe3' de la cepa b;

QFe

de la cepa 5,

pH

30

25

20



% Fe3+

100 | _
75—
. L b
50} _

| | |
24

PH

3.5

30

25

48 72 96 tiempo en horas

Estimacién del crecimiento en medio 9k con 1.5 g/l de FeSOy,
de FeS0y, basado en el porciento de fierro oxidado; @ pH del
testigg}+;. pH de 1a cepa 3; ApH de la cepa k4 ;

ﬁpH de la cepa
5, oFe?t de la cepa 3; AFe”’” de la cepa 4;0Fe

de la cepa 5.
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Estimacién del crecimiento en medio 9k con una concentracién
de FesSO, de 2,0 g/1, basado en el porcentaje de fierro oxida-
do,@pH'del testigo;® pH de la cepa 3; A pg de la cepa 4; ®
pHyde la cepa 5. 0 Fe3* de 1a cepa 3; A Fe’" de la cepa L; O
Fe” de la cepa 5.
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24 48 72 96 tiempo en horas
fig, 20 Estimacion del crecimiento en medio 9k con una concentracién de

FeS0;, de 4,422 g/1 basado en el porcentaje de fierro oxidado,

@ pH del tesfigo; ® pH de la cepa i*A pH de la cepa Q’ pH de
la cepa 5. 0 Fe’t de la cepa 3; A Fe de la cepa 4;0 Fe * de
la cepa 5,
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figs 21 Estimacién del crecimiento en medio 9k-original, en base al fie-
® pH del testigo; ®@pH de la cepa+3,l. pH de la cepa L _
I pH dela cepa 5, oFe?* de la cepa 3; AFe’” de la cepa 4 ;O Fe3*t

de la cepa 5.
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fig. 22 Efecto del medio 9k con una concentracidén de (NHu)zsoh 1.5 g/1,en

el crgcimiento estimado cgmo fierro oxidado.
EBEe *+ del testigo; O Fe’t de la cepa 3;AFe3+ de la cepa 4; O
Fe” de la cepa 5.
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figh 23 Efecto del medio 9k con una concentracién de (NHQ)ZSOu 3.5 g/l en

el crecimiento estimado,por fierro oxidado.s, 3+
@Fe del testigo;oFe3+ de la cepa 3; AFe de la cepa 4;g Fe

de la cepa 5.
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24 48 72 96 tiempo en horas
fig., 2k Efecto del medio 9k con una concentracién de (NHh)ZSO de 6,6 g/l
en3g1 crecimiento estimado en base al % d Lfierro ox&dadoﬂl 34
Fe

del testigo; o Fed* de la cepa 3;A Fe’" de la cepa 4;0 Fe
de la cepa §.



% Fe3*

100

| l |

48 72 96 tiempoen horas
flg, 25 Efecto del medio 9k con una concentracién de 0,5 _(l MﬂSOgJH 0 en
el creglmlento estimado comoBﬁerro oxidado.@ Feg+ del t stléo;

O fFe de la cepa 3; A Fe de la cepa 4; g Fe de la cepa 5.
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i 26 Efecto del medio 9k con 1,0 g/1 MgS0Oy.7H,0 en 1 crecimiento estjmado
hilge po? Ta oxidaci6.+de fierro ferroso. 4 & FeBE del testigo; o Fejmde
la cepa 3; Fe®" de la cepa 4k;g Fe®" de la cepa 5.
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27 Efecto del medio 9k con 2,5 g/ MgSOh.7H20 en_el crecimiento est%mado
por la oxidacion del fierro ferroso. ﬂFe3+de1 testigo; o Fe *de

fig.
la cepa 3; A Fe3+ de la cepa 4; CJFe3+ de la cepa 5.
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fig. 28 Efecto del medio 9k con 0.5 g/1 KyHPO, en3$1 crecimiento estimggoden
e

base al % de fler “kidado. @F del testigo; Fe
la cepa k; 52 de la cepa 5. A
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fig. 29 Efecto del medio 9k con una concentracién de 1,0 g/1 de K HPOu gn e
crecimiento es. Lmado en base al % ge fie ro OXIdadO. 3 Fe del
testigo; 3 Fe’" del testigo, o Fe3¥ de la cepa 3; A Fe de la cepa
L ; g Fe’t de la cepa 5.
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fig, 30 Efecto del medio 9k con 2.7 g/1 K HPO, en 1 crecimiento estimago en
2@t Fe§+ del testigo; o Fe’* de

base al % de fiegro oxidado,
la cepa 3; A Fe + de la cepa 4; DO Fe3* de la cepa 5.



Colonia de la cepa 5 desarrolla-

da en medio 9k- agar (1 mm =

escala)



a)
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V CONCLUS IONES
Se encontraron algunas caracteristicas ya descritas en la lite-

ratura, entre las cuales estan:

Por sus caracteristicas microscépicas (tamafio célular, tinciones)
las cepas 3 y 5 pueden ser descritas como F. ferrooxidans de acu
erdo con la caracterizacidn propuesta por Leathen et al. (1956),
y Unz et al. (1960). La cepa L4 como T. ferrooxidans, de acuerdo
a los estudios de Colmer et al. (1951), Beck (1960) y Unz et al.
(1960), y como F. sulfooxidans de acuerdo con las investigacio-=
nes .de Kinsel (1960). Sin embargo, en vista de una dltima clasi
ficacién propuesta en el Manual de Bergey (1974), .1a cual se ba-
sa, ademds en el comportamiento fisioldgico de este tipo de ce--
pas, las tres cepas estudiadas se pueden considerar como pertene
cientes al género Thiobacillus, especie ferrooxidans.

De acuerdo a sus caracteristicas fisiolégicas se concluye que:

1) La mejor fuente energética para las tres cepas fué el sulfato
ferroso. Las cepas 3 y 4 oxidan completamente este sustrato
a las 72 horas, la cepa 5 lo hizo a las 96 horas; las dos pri

meras cepas se asemejan a T. ferrooxidans y F. ferrooxidans -

de acuerdo a Unz et al. (1960), y F. sul fooxidans segtin ~---
Kinsel (1960). La cepa 5 se comporté como T. ferrooxidans,
Gutiérrez et al. (1968). En segundo lugar como fuente ener-
gética estuvo el azufre. EI mejor desarrollo fué para la ce-
pa 4, siendo similar a F. ferrooxidans, Unz et al. (1960).
El tiosulfato ocupo el tercer lugar como sustrato energético;

El mejor desarrollo lo obtuvo la cepa 5, estando de acuerdo al

comportamiento de F. ferrooxidans, Unz et al. (1960) y al de



= T =

de F. sulfooxidans, Kinsel (1960).

En los medios 9k-Fe2* y 9k-tiosulfato de sodio, no siempre

se observé una relacidén directa entre la oxidacidn del sustra
to y la acidez del medio. En tanto que en el medio 9k-azufre
siempre se obtuvo una relacidén directa entre estos pardmetros.

2) La mejor fuente de nitrdgeno para Ias‘tres cepas resulto sef el
amonio, y de segundo a cuarto lugar los nitratos, urea y peptona.
Para las tres cepas este orden fué: amonio, nitratos, urea y --
peptona, y para la cepas L4 y 5: amonio, nitratos, urea y peptona
La cepa 3 se comporté como T. ferrooxidans, Gutiérrez et al. --
(1968) .

3) En medios exentos en algin nutrimento, la falta de fuente de ni
trégeno y sulfato de magnesio no afecto sensiblemente el creci--
miento de estas tres cepas bacterianas. Los medios sin fosfato
dipotasico y cloruro de potasio indicaron una disminucion en el
crecimiento de las 3 cepas; esto es andlogo al comportamiento de
F. sulfooxidans, segin Silverman et gi. (1959) .

L4) Las mejores concentraciones de sulfato ferroso para las tres ce
pas en orden de meyor a menor es: 4h4.22, Lk.422 y 2 g/1, coinci=-
diendo con lo descrito para T. ferrooxidans, Unz et al. (1960),

y Gutiérrez et al. (1968).

La mejor concentracién de sulfato de magnesio y cloruro de pota-
sio fué 0.5 g/1. Las cepas 3 y 5 crecierén mejor a concentra---
ciones‘de 2.7 g/1 de fosfato dipotdsico, estos resultados indican
un comportamiento similar al de F. ferrooxidans, Silverman et al.
(1959) y Bergey Manual (1974).

5) Las tres cepas fueron capaces de crecer en medio de 9k original

con glucosa, Similar comportamiento presenté T. ferrooxidans,



1)

2)

3)
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Tabita et al. (1971 a, b, c)

. Se apreciaron algunas caracteristicas morfolégicas y culturales

no descritas antes en la literatura.
La cepa 4 presenté una morfologia diferente a la descrita por -

Kinsel (1960), Unz et al. (1960) y Bergey Manual (1974), en los

medios sélidos 9k-azufre y 9k-tiosulfato. La cepa 3 logré cre-
cer en medio s6lido- peptona.

Se aprecié una respuesta po;itiva de las cepas 3 y 5 en la utili
zacién del carbono orgdnico, cuando este constituyé la dnica --
fuente de carbono.

Se encontré una adaptacidn de la cepa 5 a un medio de cultivo -

microaerofilico (atmésfera pobre en 02).
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Se
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FE DE  ERRATAS,

En la tercera pdgine no nuncrada dice: A rodesco, debe

COe

decir: ALradcge=

In la réptina pésine no nunersde dices re imicnto, debe decir: Creci--

miento.

Pdgina 8, pdrrafo 3, quinto rengldn dice s con lu dn,
eidn,

Flgina 10, cuasto pérrfo, déeimo ren ldn dize: plirer,
roe,

PAgina 57, fltino pdrenfo, Wltimo rengldn dice: cuadio
cuLLro 3.

Pdeina 63, ~eundo pderafo dice Aiinio, debe decirs An

dehe decir :sconcle

fehe decip 3 pa=

5, debe dezir

‘N0
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