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Resumen

RESLMEXN

Dentre de los contaminantes de importancia en €l ambito mundal, fos componentes
azufrados tienen gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en la
naturaleza Su enusion al ambiente estd asociada a. lluvia acida, fenomenos de corrosion.
mal olor y dafios a la salud debido a la toxicidad de algunos de estos compuestos Entre los
compuestos de azufre de mayor importancia que se¢ emiten a la atmdsfera se encuentran
SO, el $20:7, el HsS, el €S, ¥ los compuestos volatiles de azufre.

Parz el tratamiento de emisiones de compuestos de azufre al ambiente se utitizan diferentes
procesos tanto fisicoquinicos como hioidgicos. El proceso de interés de este trabajo ha sido
el proceso bioldgico

Er los procesos bioldgicos los micreorganismos que se han utilizados para ia ebmimacion
de los contaminantes por compuestos de azufre se encuentran ias bacterias incoloras de
azufre, estas son capaces de wdlizar compuestos reducidos de azufre como fuentes de
energia para su crecimiento Los compuestos més comunes que se vtilizan son el sulfuro
de hidrogeno, el azufre elemental y el tiosulfato.

En este sentido la finalidad de este trabajo consisté en aislar y caracterizar un
microorganismo con capacidad sulfooxidante de un consorcio que se encuentra operando
en fa UAM-I {en un cultivo conttnuo) Con el {in de aportar 1nformacion basica en el
aspecto microbiologico del sistema estudiado.

Se logré aislar, en medio mmeral con goma gellan (1%), una bacterza gram negatina de
entre 0.3 2 | um. De acuerdo al anahisis del gen ribosomal 16$. se trata de una bactena del
aénero {hobacling

Esta bacteria tiene la capacidad de exidar compuestos reducidos de azufre como azufre
clemental v tosulfato. Se crectd en diferentes fuentes de carbono como fue: glucosa,
sacarosa. formiato, citrato, acetato v bicarbonato Se mudié el comportamiento del
microorgamsimo a diferentes  concentraciones de glucosa. Por sus caracteristicas de
crecimiento s¢ trala de un microorgamsmo quimiolitotrofo y mixdtrofo  Trene mayor
capacidad oxidante utihzando CQ, como tinica fuente de carbono

La cepa aslada y ¢l consorcio tienen el mismo comportamicnto sobre la onidacion del
tiosuifato a diferentes pH Siendo ¢l pH 6 5 el dptimo La velocidad maxima de oxidacign
fuc de 18 g Ou/g proteina min y una Km de | mM, mientras que para ¢l consorcio una
velocidad maxima de 68 mg Oo/g proteina min ¥ una Km de 2 mM En concentraciones
artiba de 23 o/ del ton sulfato afecta negativamente la oxidacion del tiosulfato en
aproximadamente un 40%. tanto para ¢l consorcio como para el /fuobauiins sp.
Comparando los resultados de los estudios de respirometria del consorcio y el Fhobecifiug
sposc puede confirmar que el microorgamismo  es representative  del  consorclo
sulfoonidanic




introduccion

INTRODUCCION

La meshigacion crentifica para el control v prevencidn de la contamiacion, de acuerdo a
vartos reportes {111, 1997a, Monticello y Finnerty, 1985}, sefiala que la produccidén y uso
de energia son la mayor fuemte de contammacion de los ecosistemas [sto como
consecuencia del empleo, en dispositivos inadecuados, de los combustibles fésties y sus
derivados De acuerdo a Hill {1997a) en Estados Unidos aproximadamente el 85 % de 1a
encrgia utilizada proviene de estos combustibles

Entre las fuentes de contaminantes se pueden distmgmr a) los naturales como la
proventente de volcanes, incendios forestales: y b) los no naturales divididos en dos tipos
los mén 1ies como los vehiculos automotores y los {1j0s como el provenente de industrias,
oficinas y hogares entre otros

Dentro de los contaminantes de importancia en el ambito mundial, los compuestos
azufrados tienen gran relevancia debido al impacto ambeental adverso que provocan en ia
maturaieza Su emision al ambiente esta asociada a 1a Huvea acida, fendmenos de corrosion,
mal olor y dafios a la salud debido a la toxieidad de algunos de estos compuestos (Manion,
1992 McEldowney v col 1993) Janssen (1996) afirma que la enusion global de azufreala
atmasfera es de alrededor de 200 milones de toneladas por afio

En la actuaidad ¢l enfoque para resolver los problemas de contaminacidn sc ha modificado
v los procesos fisicoquimicos en uso, con aitos consumos de cnergia y generacion de
contaminantes sccundarios, emmerzan a tener un complemento v aliernativa en los procesos
boteenoldgicos, particularmente en concentractones de contaminantes, donde los procesos
fisicoquimicos son meficientes Listos procesos han cobrado cada ves mayor mterés y la
mvestigacion desarrollada ha sido aphcada a procesos industnales con resultados ¢xitosos
Por cjemplo. en ¢l pais s¢ desarrollo v patento un procese bioldgico para climinar acido
sulfludrico v brsulfuro de carbono provenientes de una industoia de fabricacion de rayon y
celofan con una capacidad para tratar hasta 700 m3/mun de arre contamenado {Torres y col ,
1993) Actualmente se¢ desarrolla un proceso biologico para tratar efluentes de refineria
contaminades con sulluro (Revah v col ne pubhicade)

En ¢l faboratorio en donde se desarrollo ¢l trabajo. la  mvestigacion de la climinacion
ologrea de compuesios reducidos de azulre s¢ inteerd en tres clapas, (a} la investigacion
bisica. (b) ¢l trahaje de megemeria v el desarrollo de equipo a nivel laboratono y planta
prlote v () fa aphicacion & gian escala La dinanuca de abajo del [aboratorio, para cl
Hatamiento de emistones saseosas de la UAM-L en donde fue realizado el proyecto de
IR CRIRACION, PRIIMILE una nteiaccion on bos ttes nneles mencwonadas B propdsio ha

wdo it morementa of conoenmiento de la Bisologn v metabolismo nucioano, formagion

I




Introduccién

de biopelicula y técnicas microbiologicas de los mucroorganismos sulfoxidantes, {b) el
disefio de equipo que pernuta la onidacion parcial de los compuestos reducidos de azufre de
interés, y {c) su aplicactén a nivel industnial, e g en la industria del petrdleo para el
tratamiento de "aguas amargas”.

En este sentido la finalided de este trabajo consistié en aislar y caractenizar
microorganisinos con capacidad sulfooxidante. Con el fin de aportar informacidn basica en
el aspecto microbiologico det sistema estudiado, asi como un mayor entendimiento de la
fisiologia de los microorganismos que utilizan como fuente de energia a fos compuestos

reducidos de azufre
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ANTECEDENTES
1. Los contaminantes del medio ambiente

La EPA (Environmental Protection Agency) define un contaminante como cualquier
sustancia (solida, liquda o gaseosa) introducida en el ambiente que afecta adversamente un
recurso natural (Hill, 1997b) El mismo organismo sefiala gue en Estados Unidos se
invierten anualmente (1997) 140 bitlones de dolares para el control y la elimnacion de
contaminantes Pronostican que dicha cantidad se incrementard a 160 billones de dolares
por afio, 2 8 % del producto mterno bruto, para el 2000. Estos datos son interesantes ya que
sefialan la importancia que en el proximo milento tendrd la investigacion en el area de
contaminacién, e.g prevencion, regeneracion, eliminacion y por otro lado, su impacto en
términos econdmicos. En nuestro pais, s1 bien no existen datos al respecto, basta sefialar
que a] area de investigacion se destina ef 0 3 % del PIB.

Una clasificacion de contaminantes, en inorganicos y orgamicos, se da en Tabla [ 1. Si bien
se han establecido diferentes formas de clasificacién, cualquiera de ellas es adecuada y
sirve como marco de referencia para el estudio de la problematica ambiental v
normatividad sobre generacion de contaminantes Por otro lado, el hecho de que en cada
pais se promulgue una legislacion ambsental de acuerdo a su criteno hace que las
definiciones ¢ ntervalos de emisién de contaminantes no sean univocas Aunque muchas
veces s tomen 10s eritenios internacionales, a falta de investigacion en los paises menos
desarrollados, como punto de referencia para la creacion de una legislacion lo mas
apropada posible

I 2 Los contaminantes del aire

Los contaminantes atmosféricos de interés en nuestro pais, para evaluar la calidad de are
(Quadri, § , 1992, SGEEYPA, 1992) estin divididos en

Tabla LT Grupos de contaminanics

Grupos Organicos o inorganicos

Organicos

PCRBs, hidrocarburos, pesticidas

-l
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Inorganicos

Sales, nitrato, metales Las sales v el nitrato son morganicos, pero los
metales pueden existic como contaminanies
organometalicos (e g metilmercurio, pirita en
el carbon}

Acidos

Sulfurico, sulfhidrico, nitrico Los ejemplos mencionados son  acidos
inorganicos  Los  acidos  organmicos  se
producen en pequefias cantidades

Particulas

Suelos, cenizas Tanto los suelos como las ¢enizas tienen una
composicidén  variable de componentes
OTZANICOS € INOTZAnIcos

Radiolégicos

Radén, radio, uranio Los gjemplos son elementos inorganicos

Biologicos

Microorganismos patdgenos Los orgamsmos vivos son basicamente

Organicos, pero  contiencn  componentes
NOTZANICOS qUE S& presentan en 10§ procesos
de mineralizacion

Fuente. Hill, 1997b

a) Contaminantes primartos que son las sustancias cmitidas en forma directa por la
combustidn y otros procesos industriales, asi como por la crosidn, los incendios v otros
fendmenos naturales, entre ¢stos sc encucniran’

+ Particulas suspendidas totales

+  Piomo

«  Mondxido de Carbono

» Oxidos de azufre

»  Hidrocarburos

b) Contaminanics secundanos que son las sustancias que sc producen en ta atmostera como
resultado de reacciones fotoquimicas entre contaminanics pritarios, pringypalmente entre
los dxidos de nitrogeno y los hidrocarburos, entre estos s¢ encuentran

= Ll ozono, oios oxidantes Totoquimicos

De azcucrdo a fa SEDUL (1980-90). Tos miveles maximos pemuidos de los contaminantes

se muestran en la Fabla (1)
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Tabla 1.2. Cniterios de evaluacidn de la calidad del aire

Contaminante Crniterio (norma)
Monoéxido de Carbono 13ppmendh
Bioxido de azufre 0.13ppmen2dh
Bioxido de nitrogeno 021 ppmenlh
Ozono 01l ppmenlh

Particulas menores a 10 m™* 150 po/m3 en 24 h

Plomo * 15 pg/m3 (promedio de 3
meses)

SEDUE, 1989-90,
* Cnterto mternacional

2. El ciclo de azufre y su relacién con la contaminacion de compuesios de
azufre

El azufrc sc encuentra cn la naturaleza cn diferentes estados de oxidacion, por lo tanto
formando diferentes compuestos que se intercambian por procesos quimicos o biotogicos
de oxidacion-reduccién, constituyendo un cicko denominado ciclo brogeoquimico del azuire
{Takasuwa, 1992 Robertson y Kuenen, 19913 Una uthdad del términe esta relacionada
con la medicion de la cantidad de azufre, en todas sus formas tanto de fuentes naturales
como antropogénicas, que s¢ encuentra en la naturalcza {Mackenzie, 1993),

Debido a la variedad de estados de oxidacion del azufre, sus transformaciones son
complejas. En la Figura 1 sc presenta un csquema que muestra las transformaciones
brofdgicas que corresponden al ciclo bioldgico del axufre. En este ciclo, aungue son
posibles varios cstados de oxidacion. tres de cllos tienen. por su estabihidad, una mayor
importaneia en la naturaleza -2 (sulfhidnlo R-SH y sulfuro [187), 0 (azufre clemental, Sy
+6 (sulfato) -
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o { Compuestos \'r-"- Procesc de
Asimilacion __—* organicos azufrados /™™~ mineralizacion
reduccién de .
sulfato /’ ~.
z w
{ 1 Desgagimilacion reduccidn de sulfato
Sulfato S ——— . [ Sulfuro
‘.\ Oxidacion biclogica con 0,0 NOg . A
!y
S/
e A
Oxidacién Oxidaccion bicldgica y espontanea .~ -~ .
bioldgica T Reduccion
g m{ Azufre o de'a'f*u e
-~ -~ Desasimilacién

Figura 1. Ciclo bioldgico del azufre

Asmismo, en el ciclo se pueden distinguir dos etapas de acuerdo al tipo de reacciones de
oxido-reduceion que ntervienen en ¢l mismo

1 una etapa reductiva

11 una etapa oxidativa

i. Etapa reductiva En los procesos brologicos se encuentran dos formas bioquimicas de
reduceron de los compuestos de azufre morganicos la reduceidn astmiativa y la reduccron
desasumilativa La primera ja presenlan tanto cucariotes como procartotes y cn ésta, el
sulfato es redueido a sulfuro (H2S) para la biosinicsis de compuestos que conticnen azufre
necesarnios para ¢l crecimiento celular. La reduccién  desasimijativa la presentan
principalmente tos procariotes vy en clla ¢l sulfato ¢s reducido a sulfuro por
microorgamsmos sulfato reductores en condiciones andxicas. donde ¢l sulfato es utihizado
como aceptor Gltimo de electiones Esta reduccidn estd acoplada con la onidacion de vanos
acidos grasos volatiles, lactato y prruvato que generan ATP y poder reductor necesarios
para ¢l ereeymiento celudar

ii. Ftapa oaxidativa La scgunda ctapa del ciclo la comstituyen las reacelones de oxidacion
de los compuestos reducidos de azufre Derguad manera. esta ctapa puede dividirse ¢n dos
ias reaccrones de ondacton en condicrones anacrobras clectuados por microorgdmsimos

fotatrolos (Cork v cob 1983y + facubtativos (Sublette, 19871 4 la onidacion acrobia pot
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microorgamismos del género {fuehacillus (Alcantara y col 1999, Kelly. 1990, 1982,

J

Buisman y col, 1989)
11 Importancia del ciclo de azufre

La mmportancta del ciclo del azufTe se inscribe con relacién a los sigulentes aspectos

1} Los seres vivos
2) La industria {economico)

3) La contaminacion ambiental

Los seres vivos necesitan de azufre para su metabolisme celular, va gue existen compuestos
de la célula que contienen este elemento. Se ha encontrade que 1% del peso de las bacterias
es azufre (Lee y col. 1995) v lo pueden incorporar por una reaccion de reduccidn
astmilativa dei sulfato.

Por su parte, la industria quimica tiene una gran demanda de azufre elemental para producir
actdo sulfirico el cual es un importante producio para la sintesis de muchos compuestos
orgamicos ¢ morgamicos Steudel (1996) sefiala que durante los ultimos cinco afios la
produccion mundial de acide sulfinico fue de entre 135 y 152 mitlenes de toneladas por
afio

L1 azufre clemental excede la produccion anual de 34 millones de toneladas Los dos
procesos basicos de obtencion de este elemento es el proceso Claus, que convierte H2S de
refinerias v de plantas endulzadoras de gas en azufre clemental y ¢l proceso Frasch que s¢
utiliza para extracr ¢l azufre de los depositos naturales (Steudel, 1996).

Como sc schalé en el apartade 11, el delcrioro ambicntal dchhdo a lags coustones
antropogénicas de compuestos que contienen azufre organico ¢ inorganico provoca lluvia

deida, toxicidad, corrosion v mal olor (McEldowney y col 1993, Manton, 1992).

.2 Contaminacién con compucstos de azufre

Entre los compuestes de azufre de mayor importancia que s¢ emiten a la atmdstera se
encuentran el SO2. ¢l $2037, ¢l 128, ¢l €S2 y los compuestos orgamcos volatiles de
asulte Ta forma como se chiten v otias caracteristicas de ¢stos compuestos se explican a

contimuacion

I 21 Oados de asulie
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Ll digsido de azufre {SO2) v el wmoémdo de azufre (SO3) junto con sus 4cidos
correspondientes y sus sales ¢n macroparticulas son contaminantes frecuentes en las
atmosferas urbanas industrizles Estos compuestos, contnibuyen a incrementar los
problemas de particulas respirables y de visibilidad por medio de la formacién de sulfato y
iz aglomeracton con otros gases y particulas con ios que mteractuan, Asmmismo, actiian
como precursores en la formacion de fa iluvia 4cida a través de reacciones quimicas en la
atmosfera (Mackenzie 19935, Betthelheim y Bullinge, 1983, Bailey y col , 1678).

De tos oxidos de azufre, el SO2 es la emision mdustrial de mayor importancia del grupo de
compuestos contaminantes que contienen azufte v se ha estimado que cerca del 90% de la
emision total de SO2 hecha por el hombre, proviene de la utihzacién de combustibles
fosiles (Janssen, 1996) Por ejemplo, se ha estimado que las industnas que generan
clectnierdad quemando carbon o derivados del petrdleo son responsables de mas del 50%
de! total de la ermusion de SOp. Esta emision varia considerablemente de acuerde con la
naturaleza y onigen del combustible, ya que su contenido de azufre seneralmente varia de
01 a mas del 5% Asi, una termoeléctrica de carbon para generar 100 MW requiere
alrededor de 9000 toneladas por dia de combustible y en caso de que este contenga 2% de
azufre s¢ generaran 360 toneladas diartas de 807, Este compuesto no es inflamable v es
perceptible on concentraciones menores a 0 1 ppm Por encima de 03 ppm se puede
detectar por el sabor y a niveles de t ppm produce una sensacion fuerte de malestar en la
nanz. También se ermuten cantidades considerables de estos compuestos en los procesos de
transformacion de plomo y zinc. produccion de acido suifirico, asi como en algunos
procesos de refinacion det petrdleo Por otra parte ¢l acido sulfhidrico (H28) enutido por

algunos procesos de degradacion biologica y procesos industriales se oxida en el aire
produciendo SO7 (Perero, 1996, Warner, 1980, Bailey y col , [978)

122 Aardo sulthidnico (1128)

El H2S se emite al ambiente por un gran nimero de ndusinias como la petroguinica,
tanenas, produccion de viscosa v celofin, como resultado del tratamiento anaerobio de
aguas residuales que contienen sulfato, de la extraceion de 2as natural v ¢s un intenmediario
de la omidacton boldgiea de CS2 (Groenestijn v col , 1998, Revah y col | 1995, Torres v
col L1993 Buisman y col, 1989, Subletie v col, 1987) Sus propredades corroesivas estan
relacionadas con ¢l dafio a paredes de conereto de los reactores. sistemas de drenaje., v
tubenias deacero. su amision al ambiente ademas de su toxicidad gencta olores

desagradable s Huvia acida Su canactenstice olor a huevo-podride ¢s pereeptible en aire
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fresco en diluciones de 1 ppm de aire En la Tabla 13 se muestran los niveles de tosicidad
del d4cido sulthidrico v sus efectos sobre la salud Es de destacar las bajas concentraciones
en que el compuesto es téoxico

Tabla L3 Niveles de toxicidad del HpS y su efecto en la salud

Concentracion de Efecto
H?2S
1 ppm Mal olor (olor & huevo podridoe)
10 ppm Maxima exposicion permitida en areas de trabajo por &h
20 ppm Se requiere de equipe de proteccion
100 ppm Puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido

del olfato de 2 - 15 mun,

200 ppm Répida pérdida del sentido del olfato, ardor de ojos
triquea
300 ppm Pérdida de equilibrio y de razonamiento, msuficiencia

respiratoria en 200 min

700 ppm Inconciencia nmediata, s un tratamiento adecuado paro
resplratorio y muerte,

Janssen A |
{1996)

Por gjempla, en el caso del gas natural, este debe contener niveles aceplabies de sustancias

10x1cas antes de su distribucion y venta S¢ ha establecido que este producto destinado al
mereado de combustibles debe contener no mds de 0 18 M de H2S bajo condiciones

estandar de 101 3 kPa v 0 ©C De acuerdo a Subletie (1987) el problema mas comun de csta
industria s la eliminacion v manejo del H2S, por los probiemas de corrosion debido al

contacto con tuerro y acero en tanques, tuberias, valvulas v bombas Para resolver gste
problema, este autor propone la utilizacion de un sistema brologico de ovidacion con
Huobaedlus demiinficans (Subletie, 1987)

2 3 Tiosulfato

. . h
[ rosultato 153037 es un anton metaesiable que tende a su descomposicion guimnea en
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soluciones acuosas Las seluciones dilwidas del compuesto, 001 M o menores, se
descomponen mas rapidamente que lz soluciones concentradas, 0 | M o mayores Junto con
otros compuestos de azufre el tiosulfato es aliamente "agresivo” por los problemas de
corrosion asociados al mismo El tiosulfato se utiliza en la industna de 1a fotografia, en la
industria del papel v en ia industria farmacéutica Por lo tanto se encuentra como
contaminante en las aguas de desecho de estas industrias La mdustria del petréleo, de
acuerdo a Khana v col. {1996), también emite como contaminante a este compuesto Es
claro que por si mismo el tiosulfato no es un factor de deterioro ambiental sin embargo, sus
preductos de la oxidacion biokdgica o quimica {80427, o hien su reduccién biologica en
condiciones anaerobias (H2S) tienen fuerte impacto ambental (Suzuky, 1999, Dhawale.
1693)

[2 4 Compuestos organicos volatiles de azufre

Ademés de las formas morgénicas de azufre. existe un amplio conjunto de compuestos
organicos de azufre que son sintetizados por los seres vivos, y que también desempefian un
papel en ¢l ciclo biogeoquimico del azufre El compuesto organico de azufre mas
abundante en la naturaleza cs el dimenl sulfuro (H3C-S-CH3). el cual se oTigina
principalmente en ambientes marinos como producto de la degradacidn de propionato de
dimeti] sulfonato, que s uno de los principales osmoreguladores de las algas marinas. La
produccion de este compuesto ¢s muy abundante v se producen mas de 45 millones de
toneladas anuales El dimenl sulfuro que se difunde en la atmésfera expenmenta una
oxidacion fotoquimica que produce dacido metanosulféruco (CH38037) $02 v SO42-
Existen muchos otros compuestos de azuire organicos entre 10s que s¢ pucden sefialar el
metanotiol (CH3SID, ol dimenldisulfuro (CH3-5-8-CH3) y ¢l isulfuro de carbono (C$-)
(Madigan y col , 1999}

La descomposicion de los amimoacides que contienen azufre, metiomna v cisleina. de la
materia orgdnica en descomposicion produce 1os compuestos organicos de azufre volatiles
Lstos compuestos enen particular reievancia por su mal olor en los procesos anacrobios de
tratamicnio de desechos de la o-mndustna (Smet y Van Lagenhobe, 1998). Entre los
compuestos que se han adentificado se encuentran el metanotiol (descomposicion de
cebada), e dimetl sulfuro (descomposicion de vegetales), dimetIpolisutfuros (Me28a.
putrefaccion) y ol bisulfuro de carbono (CS2. hortalizas con compuestos de aruive.
aromaticas)

Por otro lade, ¢l bisulfuro de carbono tambicn es un compuesto asufrado de importancia

industnal Pale compuesto se utiiiza en la fabricacion de viscosa (precursor de 1avon v
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esponjas) v celofan asi como en la produccién de ferihzantes Sc¢ ha reportado que en la
industria de viscosa v celofan se enuten a la atmosfera concentraciones del compuesto de
hasta 4000 ppm (Estrada. 1998}

3. Procesos biologicos de eliminacion de compuestos azufrados

Para el tratamento de emisiones de compuestos de azufre al ambiente se utilizan diferentes
procesos tanto fisicoquimicos como brologicos En el caso del HaS el proceso comercial
mds utihzado para elimnar este acido del gas natural y otras cornientes de aire contaminado
con el compuesto ¢s el proceso con aminas (Jensen y Webb, 1995; Sublette, 1987) En este
proceso, después de contactar el gas con ia solucidn, el solvente de amina es calentado
entre 90 v 150 °C para hberar el H2S Después el solvenie se regenera con el fin de
reutihizarlo El suifuro de hidrdgeno es después mcinerado o convertido en azufre elemental
por el procese Claus o Stretford (Nagl. 1997)

En general los procesos fisicoquimicos requieren de altos flyjos de energia, Sin embargo,
no es este elemento el Gnico factor que se considera para su aplicacion o sustitucién per un
proceso brologico Untre los factores que se pucden considerar pueden citarse el costo, la
concentracidn de contaminante y la factuibilidad biologica,

St se cuenta con los orgamismos vivos que puedan oxidar los compuestos de azufre de
interés, cntonces queda a consideracion ¢l costo de su aplicacidn En este sentido, se ha
observado que en bajas concentractones de confaminanies [0s procesos bioldgicos
presentan ventaja cconomica v ode chcwencia de chinumacion (Groenestijn y Hesselink,
1993) Un cjemplo lo reporta Busman (1998) donde se compara los costos del tratamiento
de SO~ con tres téenicas, 2 fisicoquimicas v una teenologia biolégica denonunada Thiopag,
la cual ubliza microorganismos del género /uohacrius en el procese [ "biotratamiento”
presenta s entajas ccondmicas hasta las concentraciones de 3500 ppm sobre los tratamientos
{istcoquimicos

Los procese biologicos de tratamiento de efiuentes con compuestos de azulre ticnen una
aplicacion  duversificada. Se han uuhrado en ¢l tratamiento de corrientes acuosas
contaminadas con sulfuros. sullatos v tosulfato lambién de cornentes de aire
contammadas con sulfuro, isulfuro v compuestos organicos volghies de azulre (VOCS)
el caso del tratanuento de gases contaminados (nclude ¢l "biogas” proveniente del
tratamicnto de aguas contamimadas con sullato, sulfuro. isulluro v VOCS los sistemas gque
e han uthzado son principadmente bolilnos v bielavadores de lecho escurndo (BLED

(labla 170 1 ng rovision de esdas leonicas, sus iinales de epeiacion s se apheacion fue

-
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hecha por Groenestiyn v Hesselink {1993}, Asimismo, Torres (1699), reviss los conceptos
basicos de funcionamiento y operacion de estos sistemas. especialmente de los biolavadores
de lecho escurnido para el tratamiento de CS2 y H2S en corrientes gaseosas.

Por otro lado, en commientes acuosas contaminadas con coOMpuestos de azufte reducidos se
har implementan diversos tipos de reactores completamente agitados (Buisman, 1987,
Janssen, 1995) y de lecho fludizado (Gommers y col 1988a), ast como otros disefios de

reactor para optimizar la recuperacién de azufre elemental (Janssen, 1997)

3.1 Métodos bioldgicos de eliminacién de compuestos reducicdos de azufre

Los métodos bioldgicos utilizados en la elimimacion de los compuestos reducidos de azufre
se pueden clasificar de la sigwente forma (Alcantara y col., 1999, Buisman, 1989, Jensen y
Webb, 1995, Janssen v col., 1997)

+ oxidacion anaerobra por bacterias fotosintéticas.
. oxidacion anaerobia por microorganismos denitrificantes
» oxidacién por un proceso quimico-biolégico

«  oxidacion aerobia por bacterias incoloras del azufre
3 1.1 Oxidacién por bacterias "incoloras” del azufre

i.a clumimacion del H2S puede ser llevada a cabo mediante un proceso de oxidacion acrobia
por los micreorganismos sulloxidantes conocidos como bacterias "incoloras” del azufre, 1os
cuales utilizan Ia oxidacién de compuestos reducidos de azulre para obtener cnergia A esle
erupo pertenccen microorganismos de una gran diversidad fistoldgica y morfoldgica. Los
oéneros (ue perienecen a ¢sic grupo de organismos son Thiobacrilus, Thionerospira,
Sulfolobus, fhermothrix, Thovalum, Beggiatod, Thnothrx, Thiospira y Huoploca

Un factor importante a considerar del proceso a desarrollar ¢s st cstas bactenas almacenan o
no ¢i azufre de la oxidacion parcial de los compuestos reducidos de azufre dentro de la
célula Especies del género Beggratou, Fnothris v fiospira acumutan ¢l azufre producido
en la célula, consccucntemente dificultan cualquier proceso ya que por una parte debera de
producirse una gran cantidad de biomasa para scr climinada v ¢l azufre no pucde ficilmente
sepatarse de la biomasa. Por ¢sta razon las baclenas son seleceionadas con la caracteristica
de que ¢l azufre producido sea exeretade al medio, un glemplo son los microorgamsmos del
genero {Hfrehacilie

N se necesitan factores ambientales epeciales para el crecimiento de este uénero de
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microorganismos Diferentes espectes tiencn actividad en intervalos de pH quesande U 5 a
10 con temperaturas entre 20 v 75 "C La mayoria son autotrofas, pero también pueden
crecer heterotréficamente Se encuentran cn diferentes ambientes suelo. agua. desechos
acidos v aguas sulfurosas Estos microorganismos pueden obtener enerma de diferentes
compuestos como el H2S, C32 tiocianato, azufre elemental, tiosuifato, pohtionatos vy
suifito. El producto final de la oxidacion es sulfato pero el azufre y los politionatos se
acumutan bajo ciertas condiciones de crecimiento

Buisman y Col. (1989) desarrollaron un proceso biotecnolégico para la eliminacion de HaS
utilizando microorgamsmes del género Tinobaci/lus. El proceso esté basado en la oxidacion
del H2S y su conversion en azufre elemental, el cual puede ser recuperado por
sedimentacion Encontraron que el azufre elemental v el sulfato son los principales
productos de la oxidacion biologica del H2S Utilizaron dos reactores con agitacion y
alimentacion continua de 1gual construccion variando exclusivamente el volumen y las
cantidades de particulas de soporte nerte (poliuretano) para los microorganismos. La etapa
de arranque de este sisterna bioldgico fue muy corta, solo son necesarios cuatro dias para
reducr la concentracion de sulfure de 100 2 2 mg/| con un tiempo de residencia de 22
minutos Evaluaron algunos factores ambientales reportando los sigwientes datos el pH
optimo se encontrd de 8 0 a § 5: ia temperatura en el intervalo de 25 2 35 °C No sc observéd
infubicton por H) S a concentraciones superiores de 100 mg/l del dcrdo Reportaron también
que al incrementar la concentracion del oxigeno las velocidades de oxidacion del H2S se
incrementaron proporcionalmente, reportando que a una concentracion de 3 mgrl de 02y a
un pH de 8 5 la capacidad de eliminacion del 128 fue de 99 me/l h con una eficienca del
95%,

Buisman y col (1990} estudiaron ¢l cfecto de diversos factores sobre ol cultve con la
finalidad de determinar su importanc:a ¢n la optimizacion de la produccion de azufre Los
factores cvaluados fucron la concentracion de oxigeno, la concentracion de H28 vy la
utthzacion de un sistema con particulas de soporte de los microorgamsmos 1.0s resultados
mostraron que ¢n ¢l reactor las concentraciones de 25 mavores a 10 mg/mi gencran, por
la oxidacion biologica, menos dec 10% dc sulfatos cuando la concentracion de O7
permancee por debajo de 6 mgl Suponen que, o bien ¢l H2S resulta inhibitonio o Wxico
para los microorgamsmos sulfooxidantes o que ¢! H28 ¢s prefendo por las bacterras como
donador de clectrones al azufre clemental Sefialan ademas que fa miluencia de la
concentracion ded oxigeno es imsigmificante cuando la concentracion de 1128 excede los 20
mg/ml Sin embargo, a concentraciones menares de 20 mg ml, L produceron de sulfate se
incrementa cuando se merementa la coneentracion de oxigena de 3 a9 my i

Por aitimo reportan que el teactor con une suspension de celulas Tihres, baje las mismias
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condiciones de cultivo que aquella con particulas de soporte de los microorganismos, la
produccién de sulfatos fue menor La diferencia entre ambos sistemas la explican debida a
las diferencras en el transporte de los reactantes y postblemente también de los productos de
la oxidacion Tanto el oxigeno como el sulfhidrico, que son los dos factores que mas
afectan la formacion de sutfatos encuentran problemas de difusion en el material de soporte
utilizado (particulas de poliuretano)

Buisman y Col (1994), reportaron un proceso bioldgico para la desulfuracién de gas de
combustion {SO2), a mvel planta piloto y con proyecciones a su aphcacion 1adustrial en
una termoeléctrica con capacidad de produccién de 600 MW, El proceso consta de cuatro
secciones, en ese orden:

+  una seccion de absorcidn del SO2
+ un reactor bieldgico anaerobio
+ un reactor biolégico aerobio

« una seccidn de recuperacion de azufre

En la scccion de absorcidon el SO es solubthizado en una corrientc acuosa basica

produciéndose una solucion rica en sulfito, de acuerdo a la siguiente reaccion’

NaOH + SOz—» NaHSO3

En ¢l primer broreactor, ¢n condiciones anaerobias, se llgva a cabo un proceso de reduccion
del 8O3 con la formacidn de H2S de acuerdo a la siguiente reaccion (en csta ctapa cs
necesario adicionar determinados compuestos que strvan como donadores de clectronces,
basicamenie compucstos organicos como etanol, los cuales son transtormados ¢n bioxido
dec carbono y biomasa)

NaHSO3 + 3H2 —  Nall§ + 3120

En ¢l scgundo bioreactor, ¢n condiciones aerobias, ¢l dcido sulthidnico ¢s onidado. bajo
condiciones controladas, a azufre clemental utilizando los microorgamsmos del género
Huobueiins Se leva a cabo una oxidacion parcial del dcido controlando las cantidades de
oxigeno sumimisteado, ya que su oxidacion total resuitaria en la formacidn no deseable de

sulfato Fsta oxidacion s¢ presenta de acuerdo a la sigutente reaceton

Natls 120 = 50 NaOH
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Ea la dltima ctapa el azufre elemental, insoluble, se recupera del efluente del segundo
broreactor mediante un equipo de sedimentacion

Los autores observaron que los pardmetros de mayor importancia a ser coatrolados son. a)
el pH del liquido de lavado del gas de combusiién (seccidn de absorcion} antes de entrar al
primer reactor, b) el oxigeno disuelto en el reactor aerobio para lograr una oxidacién parcial
del sutthidrico y recuperar azufre elemental

En una fase incral se trataron 1500 m3/h de gas de combustion, reportandose eficiencias de
ehiminacidn de SO2 del 95% y de H2S del 99% con recuperacion de azufre de un 95%

Cho » col (1991) encontraron que una bactena heterotréfica aisiada (Xenthomonas sp.
DY44) fue capaz de oxidar H2S Dado que Xanttomonas sp. [YY44 no tuvo un crecimiento
autotrofico con H2S en medio mimeral, concluyeron que la oxidacién del H2S no es
consecuencia de unz actrvidad quimiolitdtrofica Se detectaron polisulfuros como producto
de la oxidacion.

Lizama y Sankey (1993) utihzaron {/obaciius thiooxidans para estudiar ta conversion de
sulfuro de hidrégeno (H2S) a azufte elemental y sulfato en una columna usando un flujo de

gas a contracorriente y medio liqu;ao La conversion nicial de azufre fue mucho mas
ramda que la subsecuente oxidacién a sulfato La velocidad de eliminactén de H2S
aumenté con el meremento del area superficial dispomble v con el tempo. El némero de
bacterias aumentd muy lentamente, teniendo una gran umportancia la concentracién imcial
de bactcrias en la columna En ambos modos de operacton 7hobucttius thiooxrduns cs
capar de remover H2S de la corniente gascosa [a velocidad total de formacidn de sulfatos
fue cuatro veces mas lenta que la oxidacion parcial de H3S con la acumulacién de azufre en
¢l sistema

Sam v col {1993) estudiaron el papel de {as propiedades de 1a superficie en la adhesién de
Fhiobuciilus ferrooxiduns sobre minerales como la pirita Scdialan que exisien dos
mecanismos  responsables de la biodisoluctén de sulfuros metihicos, ¢l indirccto v cl
directe El mecanismo mdirecto opera por la accion quimica del sulfato férnco producido
por ¢l metabohsmo bactenano  En este mecanismo no se requiere la adhes1on de la bactena
a la superficie del mineral El mecanismo directo, por otro lado, comprende ¢l ataque
enamatico, por 1o tanto, s requiere del contacto v fa adhesion Despudés de que fa bacteria
entra ¢n contacto con ¢f muneral, las enzimas presentes en la membrana exterion llevan a
cabo 12 disolucion del mineral La adhesion de fa bacteria depende no solo de las
propiedades bioguinuicas del organismo sino tambiin de las propredades interfaciales
corespondientes o vanas anleifises entstentes en un sistema de biolisisiacron Las

propredades superbictales de las bactenas que afectan la adbesien son la idrolobesdad de

¥
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la superficie celular v ef potencial electrocinético
Cho y col (1995) compararon la capacidad de dos cepas para oxidar HaS, {hobaciifin

dendrificans (cepa F) y un consorcio (LACT-10) mslado de aguas "amargas” Se
caractenzo el consorcio con respecto a la oxidacion de H2S, respuesta al oxigeno, pH,

temperatura y tolerancia al sulfuro El consorcio mostro ser estrictamente aerobio y crecer
en H2S como fuente de energia con la oxidacién compieta a sulfatos. El consorcio LACT-
10 presento tanto ventajas como desventajas respecto a ta cepa F para la remediacién del
agua amarga. Por ser LACT-10 estrictamente acrobia (no crecid bajo condiciones
anaerobias) su uso estd fimitado para ambientes con suficiente oxigeno o que pueden ser
aireados cficientemente La cepa F puede ser utilizada en ambientes andxicos con nitrato
como aceptor final de electrones. Bajo condiciones aerobicas, LACT-10 ofrece la ventaja
de una temperatura mas alta (35 C) y un intervalo de pH mas ampho (3 5-10) con respecto
alacepa F (30 CypH 6-8 8). Tanto LACT-10 (3.1 mM) y Thohucillus demitrificans cepa
F (25 mM) tienen una tolerancia al sulfuro comparable y mayor que la cepa de
Fhiobacidius dentrificans (0 1-0.2 mM).

Degorce-Dumas y col. (1997) estudiaron la oxidactén bioldgica de sulfuro de hidrogeno en
un brofiltro empacado con sedimento de aguas residuales seco (BSE), caracterizaron la
microbiologia del biofiltro y cstudiaron los efectos de algunos pardmetros sobre la
colomizacion y sobre fa efictencia del biofiltro. El efecto de la acidificacion (causada por la
acumulacion de los productos de oxidacion) también fue estudiado. Finalmente, la
poblacién microbiologica de los biofiitros utilizando turba y lodo activado como soporle
fucron comparadas, asi como su cficiencia de climinacion La cficiencia de elimmacién de
H28 del biofiltro puede ser correlacionada con la poblacién inicial y su evolucién Los
cstudios concernientes a la cvolucion de thiobacilh ¢n el biofiltro mostraron que los
autotrofos no acidéfilos son capaces de multiplicarse dependiendo de la velocidad
volumétnica de carga La velocidad de oxidacion decrece cuando ocurre la acidificacion del
cmpaque, segudo por la multiplicacion de autétrofos acidéfilos. Amortiguando ¢l pH del
empaque ¢Creano & un pH neutro se duplica ef periode de alta eficiencia (95%) Bajo estas
condiciones  se favorece ¢l crecimiento de thiobacilli no acidéfilos, sugiriendo la
corrclagion eatre la eficiencia de climinacion v la presencia de bacterias no acidéfilas. La
baja cliciencia de los biofiltros convencionales empacados (matena orgamica, por ¢emplo
turba) comparade con B8, se puede explicar por su baja poblacion inicial La biomasa
requiere de 2 4 semanas para adaptarse a las condiciones de operacion Sin embuargo, ¢l
BSE: contiene mis nutaimentos dispomibles para f crectmiento microbiano, por 1o tanto, su
adicion no e necesat La eftciencia de remocton completa fue obterada en ol intervalo de

kg TS mdl conazufre elemental v sulfate como productos prmeipales La

M
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heterogenerdad del empaque es atill para vartas aplicaciones industriales, por ¢jemplo, para
cl tratamicnto de correntes gaseosas (ue contengan compuestos azufrados, mercaptanos ¢
VOCs

Konishi v col (1994} estudiaron la cinéuca de la oxidacion de azufre elemental por
Hohaciins ferrooxidans en un reactor lote midiendo la concentracion de células
adsorbidas a la superficie del azufre, la concentracion de células en el medio liquido y la
cantidad de azufre oxidado. Como el azufre ¢lemental fue oxidado a sulfatos, la
concentracidon de células libres en la fase liquida aumentd con respecto al tiempo, rmuentras
que la concentracion de células adsorbidas por unidad de peso tienen un valor limite
Durante la oxidacion de azufre hubo una correlacion cercana entre la concentracién de las
células adsortudas v hibres, estos datos fueron correlacionados con un modelo cinético de
crecimiento v oxidacion relacionados a la adsorcion de células (isoterma de Langmuir) Las
velocidades observadas del crecimiento por lotes y la oxidacion de azufre elemental fueron
consistentes con el modelo cinético, asurniendo que ia velocidad de crecimuiento de las
bacterias adsorbidas es proporcional al producto de la congentracion de células adsorbidas y
la fraccion de sitios de adsorcidn desocupados por las céiulas. Los pardmetros cinéticos y
cstequiometricos que aparecen en el modelo fueron evaivados usando datos experimentales
l.a concentracion de ¢élulas adsorbidas estd relacionada con la concentracion de cetulas
libres, aungue la isoterma de Langmuir demostrara que la adsorcion bacteriana estaba en
equihibrio durante la oxidacién de asufre, Las velocidades de erecuniento y oxidacion de
azufte observadas fucron cuantitativamente expheadas por €l modele cinétice  Los
parimetros cinéticos fueron uA = 16 d-1 y YA =625* 10" ¢él./Kg §°

Revah v Col {1993) y Torres y col. {1993) describieron un proceso bioiogico de
climinacion de C82 v 128 de un gas proveniente de la fabricacién de celofan y rayén con
la conversion @ azufre v sulfato Utthzaron una poblacion mixta de microorganisinos
aislados de fuentes azulradas v plantas de tratanmento de aguas residuales, enriquecida por
wnoculaciones sucesivas Bsta poblacion nuxta de microorganismos contenia bacterias del

senere fluohac/ins 1as concentraciones de jos compuestos azufrados ilcgaron hasta 1000
ppm de cada uno, alcanzado una cliciencia del 98% de ehiminacion del H2S y mayor a 80%

de C82 Los estudios en condiciones acrobias permiticron disefiar y construir equipos hasta
de 800 m3 min v que llevan operando varios afios

Recientemente se teportan nuevas configuraciones de equipos que permiten tratar altas
concentractones (hasta 2300 ppmy ) de M8 en aire Se propuso (Hugler y col | 1999) que
dos bolavadotes de lecho escurndo (BLEY en serne permuten mantener altas tusas de

reaccion [acilande o control de la oxidacion Bajo estas condiciones en donde se

solubihizg ef HAS ded ane eniste v abta conseision hacr sulfato Chiras configuraciones de
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BLE permiten tratar olores de plantas de tratamiento de aguas Estas cornentes nenen

L - .
concentraciones muy dilurdas de H2S. otros sulfures, COVs v compuestos ritrogenados
Las configuraciones del BLE han sido cstudiadas por Lobo y col (1999) en donde se pone
en relieve el efecto de los fendmenos de transferencia gas- liquido y reaccion

4. Bacterias sulfoxidantes
4.1 Bacterias "incoloras” del azufre

E! nombre "bacterias incoloras del azufre” ha sido usado desde Winogradsky para designar
a los procariotes capaces de utilizar compuestos reducidos de azufre como fuente de
energia para su crecimiento (Madigan v col, 1999, Robertson y Kuenen, 1991) Los
compuestos mas comunes que se utilizan son el suifuro de hidrégeno, el azufre elemental y
el nosulfato En condiciones adecuadas de crecimiento el producte final de la oxidacion es
el sulfato, sin embargo en el caso del sulfuro y del tiosulfato, bajo ciertas condiciones de
cultivo, es posible observar azufre elemental como producto de la oxidacion parcial de
estos compuestos El adjetivo "incoloras” se utiliza debido a la falta de fotopigmentos en
estas baclerias, aunque en cultivos con suficiente crectmiento celular se observa un color
rosa o café debide a su alto contenido de cilocromos.

Existc una gran diversidad de bactenas sulfoxidantes con muy diferentes propicdades
morloldgicas, {isiologicas v ccologicas y de 1gual manera diversos requerimientos
ambientales para su crecimiente En la Tabla 13 se enlistan algunos géncros de estos
microorganismos, la fuente de energia que utthzan, asi como cl intervalae de pH en ¢l cual
creeen

Tabla 1.5 Bacterias quimiolitotrolas oxidantes de azufre, {uente de cnergia y pH de
Crecimiento.

Género v Bspeaie Donador de electrones litotrofico  pH para crecinuento

Crecnmignto deficientic en medios orsdnicos

Hhuohactllas thoparies H28, 8 32032' 6-8
{fnobacitins demirfieans 28, 8", 32032' 6-8
Fhichacd i neapolitanies 28,57, 52()32- 6-8
Hirobac i thueovidarns Y 25

i
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fluobacilius ferrooxiduns SO, 128, Fe? | | 5-4
sulfuros metdlicos

Crecimiento en medios organicos

Huobacitfus novelins 82032' 6-8

Thiobacilius intermedius $2032- 3-7

Litotrofos filamentosps

Beggitou H2$. $2037- 6-8

Huothrix H2S 6-8

Otros géneros

Thiomerasprra H28, $2032- 5-8

Thiosphera 12§, 82032‘, H2

Thermotiix 425, $2032-, SO»3- 6 5-7.5

Huovelum 28§, S0 6-8

Actchenni Y 1-5

Sulfolobis H3§, 59 1-4

Madigan v col (1999)

La mayor parte de los conoctmientos fisiologicos de estos microorganismos proviene del
estudio de un ndmero limtado de géneros. Los thiobacilh, son fos mas estudiados debido a
que pueden cultivarse faciimente en ¢l laboratorio Su estudio ha permitido entender de
manera mas detallada v precisa las rutas boquimicas de la oxidacidon de los compuestos
reducidos de azulre

Los thiobacill son microotganismos aerobios v anaerobios facultativos, Gram-negatives
con forma de bacilos pequeiios que amden 0 3 um do ancho por 1-3 pm de fargo, maviies
por un {lageie polar senaille, no son formadoras de esporas v erecen entre los 25-35 °C. La
energia necesana para levar a cabo sus functones se deriva de la oxidacion de uno o mis
compuestos reducidos de azufre incluyendo sulfure, tlosulfate, azufre elemental, suifito,
Uocianato v politionatos, Algunas espeeies son capaces de vivir en ambientes altamente
acidos, pucden utihizar el fierro como una fuente de energia v algunas son capaces de llevar
a cabo la desnitnificactdn v utihizar al nitrato como ulimo aceptor de clectrones

Fos estudios de creamuiento en medios stteticos ha pernutedo idenuficar diversas Tuentes

de curbono que won utthzadas por estos mictoorcanismos | slo penmitio esablecer dos
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clases de microorganismos de acuerdo a su capacidad de crecimiento en fuentes organicas
de carbono Estas son

I Quimiohtétrofos abligados
Son bactenas altamente especializadas, que requieren una fuente inorganica como fuente de
energia y obtienen su carbono a partir de fijar CO7 por el ciclo de Calvin. Utihizan para ello

el flujo inverso de electrones parza la generacion de poder reductor (NADPH).

2. Quimiolitdtrofos facultativos.

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una fuente norgdnica de energia y CO2,
o bien heterotroficamente con compuestos organicos que proveen de carbono mientras los
compueslos inorganicos proveen de electrones para ia generacion de energia (mixotrofia)
Aunque también se ha observado que pueden utihzar simulténeamente dos o mas vias
metabdlicas para la utilizacion de la energia y del carbono, perdiendo en algunos casos la
capacidad quimiolitétrofa (Prosser. 1989}

4 2 Energia de oxidacion de compucstos reducidos de azufre

Una considerable vanedad de microorgamsmos conservan energia de las oxidaciones
quimilitotrdficas {Tabla 15) Los mejor estudiados son las cspecics de thiobacilli, pero
existe informacién sobre ¢l crecimiento de Hronucrospn a, Sulfolobus, Beggion, algunos
fotdirofos oxidantes de tosulfato incluyendo a flocupsa vy Clromarnan y algunos
heterotrofos oxidantes de hidrogeno incluyendo a Puracoccus deniirificans, tos cuales
pucden crecer autotréficamente en la oscunidad cuando se utihzan como sustrato los
compuestos reducidos de azufre, Esto indica una umdad bioquimica respiratoria bdsica, cn
la cual sc presenta una gran diversidad de sistemas enzimaticos oxidantes de azufre por
medio de las cuales estas bacterias son capaces de generar electrones y obtener energia de

crecimiento fas oxwdaciones mejor estedradas son (Kelly, 1990)

s+ 207 * 112504 AGY - <733 k)/mol
20327 0 307 0 1O — 25042 - 2 AGY S739 k/mol
S4062 + 31202 + DO S04 61 AGT 1245 kmol

S8 0 1207 0 8EhO TP SHsO) AT -89 1 mol
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HSO3- ~ 1207 =P 8042 - HT AGY - <217 R mol

Algunos thiobacill: v hyphomicrobia  meunldtrofas  capaces de  dernvar  energia
quimiolitotrofa de la oxidacion de azufre inorganico. son también capaces de oxidar ¢l
azufre de sulfuros metilados. Asimismo en condiciones anaerobias, algunos thiobacitlt v
Thionncrospiva dennirificans pueden acoplar la oxidacién de azufre morganico por la

completa o parcal reduccion de nitrato a nitrogeno molecular (Robertsen y Kuenen, 1991)

582032 + 8NO3 + H20 —» 108042~ + 4N2~ 2H™  AG®'=-750 kl/mol

4 3 Estructura celular de los thiobaciily

La estructura de la envoltura celular de las baclerias gram-negativas, el caso de los
thiobacilh, estd mas diferenciada que lz de las gram-positivas va que cuentan con una
membrana extra alrededor de ia capa de peptidoghcanos Una diferenciacion de sistemas de
membrana similar sc observa en celulas animales las cuales contienen, en adicion a la
membrana citoplasmica, una membrana hsosomal, una membrana mitocondnal. reticulo
endoplasmico y una membrana nuclear. La funcion de la membrana externa ¢s, en parte,
muy similar a aquella de la membrana lLisosomal de cucariotes Los lisosomas de los
cucariotes son organelos rodeados por una membrana simple v es lamada "bolsa suicida”
va que contiene cnzimas hidroliticas, fosfatasas, ghcosidasas, nucleasas, proleasas vy
lipasas. capaces de hidrolizar toda clase do componentes que entran en la célula Estas
enzimas son usadas para digenr toda matena extrafia que entra en la ¢élula. tales comio
bacterias (Alberts v col, 1994) Las bacterias tambuén necesilan csta clase de enzimas
hidroliticas para utiiizar los nutrimentos necesanos para su crecimiento Sin embargo, va
gue las bacterias no conticnen Lisosomas, cstas enzimas se deben mantener separadas de los
otros componentes celulares para prevenir su propia digestion Las bactenas gram-positivas
simplemente excretan cstas enzimags fuera de la célula. mientras las baclenas gram-
negativas claboran dentro de la céiula cstas enzimas en el espacio situado cntre la
membrana externa v la membana citopldstica Tste espacio ¢ Hamado ¢l espacio
pernplismico v tiene un papel vital en el crecimiento celular v puede representar entre ¢l 20
y 40 % de la masa eclular {Fergusen, [991)

La funcién de Ta membrana externa ex conlinar las ensomas periplasmicas v Jas estructuras

protemmicas del peniplasma (protemas de transporte, de tosfonilacton onidativa, ete ) Al
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mismo tiempo, la membrana externa provee canales especificos y no especifices para
aquellos nutrimentos y 1ones requertdos para el crecimiento, los cuales son transportados
por difusion pasiva ya que todos fos sistemas de transporle activo de nutrimentos estin
localizados en la membrana citoplasmica. Por otro lado, la membrana externa tambien siuve
como una barrera selectiva del extenor de la célula lo que permite a las bactenas gram-
negativas tener una mayor resistencia que las gram-positivas a ciertas enzimas, guimicos v
antibidticos { inouye, 1982)

Los principales componentes de la membrana externa son lipopolisacandos, v se
encueniran exclusivamente en esta membrara, que ademas de prevenir la entrada de ciertes

compuestos desempefian un papel imporiante en la interaccion con el ambiente de la célula
4 4. El peniplasma’ sitio de oxidaciones quimiolitotroficas

Como se menciond, los thiobacilli son bacterias gram negativas que poseen una regién
denominada periplasma como parte de su envoltura celular El periplasma esta situado entre
la membrana citoplasmica y la membrana externa de la célula, mide aproximadamente 63
A.y puede representar 20 % de} volumen celular El periplasma se presenta como una fase
gel que contiene peptidoglicanos y es ahi donde se localizan numcrosas proteinas del

transporte de electrones. La mayoria de fos citocromos ¢ se encuentran en el periplasma
Los otros citocromos (b, a, aa3 y otras oxidasas) asi como otros acarreadores de clectrones
y protoncs y las enzimas como ta ATPasa cstan localizadas en la membrana citoplasmica
La reduccion de oxigeno y la sintesis de ATP toma lugar sobre la superficie interna de la
membrana citoplasmica en funcion det movimiento de electrones v protones a través de la
membrana (Kelly, 1990, Hooper v DiSpinto, 1985; Volkmar, B 1978)

Muchos de Jos sistemas enzimaticos para la oxidacidn de sustratos Inorgamcos por
quimiolitétrofos cstdn localizades en ¢l lado periplismico de la membrana citoplasnica
Esto sc ha propuesto como un principio general en bacterias que generan gradientes de
protones de la oxidacién de sustratos sunples, incluyendo compuestos de un atomo de
carbono (COY LI sistema multienzimatico de la oxidacion de tosutfato de [fuehac i
versuitis (Paracoccus versurus) se ha localizado completamente en el periplasma (Kelly,
1997}

45 Sistema de transporte de electrones en {obacd{us

Los thiobacilt  quinnolitorrdficos  (obligados o facultativos)  contienen  todos  los

componentes del transporte de clectiones necesanos paa enlazar ] NADOP) al oveeno (o
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compuestos oxidados de mitrageno, como en el caso de {iobacilius A2y Tucbacilis

dewitrificans, ya que su metabolismo endégeno basice es similar al de cualquier otra

bacteria En el sistama de transporte de electrones de los thiobacilli se ha encontrado que
las oxidaciones det azufre no reducen directamente el NAD y que la reduccion det NAD
requiere de un flujo de eiectrones dependiente de energia, desde los citocromos hasta el

NAD.

Hasta ahora, s¢ ha observade que los electrones de fas oxidaciones de azufre entran a la

cadena respiratoria a nivel de citocromo ¢ en los thiobacilli aerobios, pero en Throbacrlius

denifrificans entran a nivel de la flavina o del citocromo b. Estos datos sefialan que
postblemente por cada par de electrones transportados, existen dos sitios para el
acoplamiento de la sintesis de ATP en Thobacilius demitrificans y solamente uno para los
thiobacill: acrobios Esto suglers que el crecimiento es mayor para &l primero que para los
segundos de hecho, Throbacilius demirificans tieng mayores rendimientos de crecimiento,
tanto aerobia como anaerobicamente, que cualquicra de los thiobacilli aerobios estudiados

hasta la fecha (Kelly, 1982),

Del sistema de transporte de electrones del metabolismo de tiosulfato en Tnohaciluy

denitrificans se pueden resaltar los siguwientes puntos de acuerdo a Kelly (1982}

a) Observaciones con inhibidores del transporte de electrones y mediciones directas de la
reduccion de citocromos indican que la reduccion de nitrato se da por una reductasa
dependiente de sulfito, con flujo de electrones a través de la flavina, quinona y
citocromo b hasta un citocrome €554, micntras que la oxidacion de suifuro (hacia cl
poliazufre umido a membrana) esta enlazado al cstocromo ¢ via citocromo ¢551, de
mirito reductasa, no ha side establecido un mecanismo para ¢l transporte de electrones
duranie 1a oxidacion de polazufre a sulfito

b) La mtrito reductasa puede transferir alternalivamente electrones al oxigeno,

¢) Se ha propuesto que la ATP sulfurilasa, mas gue fa ADP sulfurilasa. ¢s la ensima
terminal de la ruta

5. Rutas Bioguimicas de la Oxidacién de Compuestos Reducidos de
Azufre

L.a compicidad v ¢l niimero de reacciones involucradas en las transformaciones quimieas y
broldgicas de los compuestos de asufre hace complejo el estudio de las reacctones
broguinneas levadas a cabo pot los micioorganismos paca la oxidacion elogica de estos

compuestes Kellv vcol (19971 sostienen que posiblemenie existen 7 pracesos basicos de
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oxidacion de compuestos reducidos de azufre (azufre, sulfuro y nosulfato) Estos son los
siguientes

] Un mecanismo que involucra la formacion de polifionatos, presente en todos los
thiobacilit que son quimiolitotréficos obligados y otros thiobacillh “verdaderos
como hrobacillus acidophilus.

it Un mecanmismo que no involucra la formacion de politionatos observado en
Paraccoccus spp. 'Thiobaciflus versurus’ y posiblemente fhuobacihus novelfus y
Thwbactlus tepidarius Es probable que la ruta encontrada en Puracoccus
prevalezea en los heterotrofos facultativos (muxotréficos) tales como Paracoccus
sp , el cual es capaz de crecer autotréficamente sobre tiosulfato.

A continuacidn se presentan las rutas bioquimicas de fa oxidacion de sulfuro (H2S8), CS3,
$9, 8203 2- vy $SO32- por thiobacilli (Figura 2), que son uno de los sistemas mas estudiados

v donde algunas enzimas de !a oxidacioén se han caracterizado parcialmente. (Suzuki, 1999,
Kelly, 1997, 1990, 1982, Kuenen y col., 1993; Takakuwa, 1992, Kuenen y Robertson,
1991; Hooper v DiSpirito, 1985).

HO oH*
b g S0 \ :
- LV OO e e | SO =
Sulione Sulfito [ERY Sultite Croaoro b yyip .\f;: \"
okt redtcning - IO ¢ l‘ i
o 2 osdoredictasa 2a feduetinty
ao ~py - 1
S 50, L APS |
4 . APD
LHO :‘t . . | 1
auie \ Citocromo ¢ ——» NS laulmulzm t
OV AN nejnamdne
~ v - ADP §
500 N §,00 ‘ !
Nesnltaro e —__—__;;_“_, ______ 5,0 .- |
CHULIOITO ¢ ® |
onrdoreducrasa A Radanasa !
HURR E R . -7
5 S0 -
Ge-
Periplasoa Membiana Crioplasma

Figura 2. Arreglo de las enamas involueradas on la exidaceén de compuestos de azufre
reducidos Bl esquema estd compuesto de las reacciones catalizadas por difcrentes cspecies
de thiobacilln (Hooper v IiSpintu, 1985)

oK
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5 F Sulfuro

Sobre la base de la formacion del producto final, las diferentes vias reportadas para la

oxidacton de sulfuros se pueden dividir en 2 tipos de reaccidn

a azufre elemental como producto §2-_ s’
b sulfato como producto 82‘__>SO42'

El primer tipo de reaccién se presenta en algunas especies de Thiwbacillus y en bactenias
fotosintéticas. La posibilidad que la oxidaciéon de H2S en los thiobacilli, se presente
extracitoplasmicamente, lo ha sugerido Hooper y DiSpirizo (1985), dado que se observa la
precipitacion de azufre elemental en el medio de crecimiento, Takakuwa (1992) reporta que
{a sulfuro oxidasa en estos microorganismos se focaliza en [a fraccién de membrana.

5 2 Azufre

En los thiobacill el azufre ¢lemental se oxida a sulfato por via del sulfito.

ugSg - 3202 + HO — 5 H2S04

Los primeros estudios al respecto sugerian que ¢l tiosulfato o los politionatos eran los
productos finales o mtermediarios de la oxidactén, sin embargo actualmente se conoce que
estos compuestos son el resultado de las reaccrones quimicas catre el azufre v un
intermediario come ¢t subfito Para la oxidacién del azufre es necesano el contacto directo
entre las células y las particulas solidas de azutve. Estudio de microscopia electrénica han
revelado que las células de Trohacilus thicoxiduns se adhieren a la superficic de fos
granulos de azufre presentes en of medio antes de ser oxidados { Takakuwa y col | 1979) El
mecanismo de adhesion involucra a grupos thioles de la envoltura celular. Los agentes que
whiben dicha adhcsién (como ¢l bisulfuro de carbono) provocan la pérdida o la
disminucion de la oxwdacion del azufre El proceso ¢s dependiente de energia y exhibe
dependencia del pH del medio de cultivo (Baldensperger v col | 1974).

33 Tosulfato
Las ensimas periplisnicas imvolucradas especilicamente en la oxidacién de tiosulfate por
Parccoccus versuins (enzama AL enzima B c1locromo ¢551, cilocromo ¢552. citocromo

i s v oxvdoreductina sulfito citocromo ¢y lambicn han sido Bamadas  sistema

multensimatica ontdante de uosullato o 1aMES (por sus siglas enomeles). BE Tones

hLS)
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permite a Puaracaccus versutus crecer autotrdficamente con compuestos como el tiosuifato
o sulfito como unica fuente de energia Este sistema ha s:do caractenizado bioquimicamente
1o que ha permitido aclarar el sistema de oxidacion de tiosulfato (Kelly, 1997)

6. Aislamiento de microorganismos sulfooxidantes

Un cultivo  que contiene solamente una clase de microorganismos se conoce como un
cultivo puro Un cultivo que contiene mas de una clase de microorganismes se conoce
como cultive mixto o ¢onsorcio

Los cultivos puros son normalmente obtenidos por aislamiento individual de células en
diluciones en tubos o siembra por estriz en placa. Son usadas técnicas asépticas para
mantener aislado al microorganismo v poder estudiar sus propiedades

Las bacterias suifpoxidantes han sido aisladas y cultivadas de lugares donde existe la
presencia de composiciones de azufre inorganico, hierro, sulfuro de hidrogeno, por ejemplo
en sedimentos de rios, canales, manantzales dcidos, desague de minas entre otros lugares

Los trabajos que se han realizado para aislar bactenas sulfooxidantes han sido los
siguientes:

kKuenen & Tuovinen (1991) han reportado que toda las bacterias pertenceientes al género
Thtobzcillus tignen requerimicntos muy simtilares para las sales inorgénicas La mayor partc
de las formulaciones de medios, se¢ han basado cn la solucion de clementos traza de
Vishniac y Santer (1957) Todos los procedimiento de ennquecimiento para los
guimzolitdtrofos cstan basados en las propiedades quimiolitdtrofas v la halihidad para
crecer autéiroficamente La adicidn de compuestos organicos en teoria favorecen el
crecimiento de quimiolitatrofos facultativos o quimiolitotrofos heterétrofos o ambos  En la
practica los medios de enmiquecimiento de medios inorgénicos puros dan obligadamente
orgamsmos quimiolitdttofos  Los microorganismos quimiobitotrofos sullooxidantes se
purifican por siembra por estria cn agar con tosulfato o azufre Sc han awslado a partir de
fos cultivos de enniquecimiento en agar de tiosulfato v por subsccuente aslamiento v
prucha para su capacidad heterotroliea Uno de fos problemas mids comunes para obtener

cultivas prros de qrunnoditatrofos o e extiemin persistencia con gue os contianyminics
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heterotrofos pueden permanecer asociados con las colomas quumiohitdtrofas en placas de
agar (Tavlor. Hoare v Hoare, 1971) Debido a ta presencia de trazas de material soluble
organico v también a que los quinnolitdtrofos excretan compuestos organicos

Las caracteristicas morfologicas de las coloras de Thiobaciilus son tan similares que tienen
poco valor en la idenuficacion de cultivos puros, La compieta oxidacion de los compuestos
de azufre a sulfatos es comin para todas las oxidaciones de compuestos de azufre. De ahi
Ja habilidad de producir acido sulfarico, la cual baja la concentracion de tiosulfato y
ademas e! pH del medio, los cuales son unos de los critenios que se usan para la
wdentificacion de qumrolitotrafos sulfeoxidantes

Los quimioorganotroficos (heterdtrofos) son capaces de oxidar parcialmente compugstos
morgamcos de azulre {recuentemente incrementando el pH del medio, por ejemplo por
oxidacién de tosulfato o tetrationato De aqui que la falta de produccien de 4cido no es un
criterio para la diferenciacion entre el quimiolitotrofo v el quimioorganétrofico oxidante
del azufre

El tosulfato se usa comunmente comeo sustrato para hacer crecer a los sulfooxidantes
porgue s menos toxico, {aciimente sojuble v estable a los rangos de pH que se emplean
para los THhwhucitins. La degradacidén quimica del tiosulfato permite la formacién de
azufre coloidal, el cual se aumenta en medio acido, dependiendo de la composicion 16n1ca.
A continuacion s¢ muestran en la tabla 2 algunos de los medios minerales reportados por

Kuenen v col para ci aislamiento de algunos Fhobaciiing
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Tabla 2. Formulaciones de medios minerales para el aislamiento de algunos /fiobaciiin

| Thiobacillus |

Medio de cultivo

Caracteristicas de crecimiento |

Medio ligquido por Iitro

Microorganismo quimioltétrofo !
obligado Las células asimitan dioxido:
de carbono dentro de! material celutar yi

|
] KNO; 20g ; o
| NH,CI 10g Tequieren azufre inorgamco como fuente |
i = fde energia Bajo  condiciones
I g KH;PO.; 20 g
% Thiobacillus NaHCO- 20g anaerobias, la bactena acopla la
i denitrificans ) . oxidacion de compuestos de azufre a la
i MgSO4.7HgO 0.8 g .
! reduccion respiratoria de compuestos de |
. Na28303-5H30 50g e s . '
: nitrégene  El  ennquecimiento vy
i Elementos traza 1.0 ml ; d s
= PH68-70 aislamiento se pueden hacer selectivos
! .
| usando nitrato como aceptor terminal de
i electrones
| Solucion 1 (por hitro) ‘
KH;}_PO.; 4 Og i
K HPO, 4.0g
MeSO,e7H,0 0.8g
NH,CI 04g
KHCO; 07
| Nax$;:03e5H0 10.0¢ . , !
1 Microorganisme quimiohtotrofo
Solucién Il elementos waza (porjoPlgade. La bacteria vive en pH
litro): cercano a la neutrahdad y crece
fhiahacillus | Na,EDTA 50 0g |solamenic en compuestos de azuffe
neapolitanus | 70800 7H.0 22p |inorgamico  Asimilan  compuestos
CaCl,#211,0 7.34g |organicos hacea ¢l matenat celular, pero
. MnCliedH.0 25¢  lson mmcapaces de oxidarlos para cnergia
C CoChe6H-0 0.52 |y crecimiento
{NH;)MosO; @4 H,0 05g
["CSOJ.?HJO 50{,!
CuSOe5H,0 02
NaOH 11.0g
PH 6270 !

Adwionar 2 ml de la solucion 1} por

htro de miedio de la solucion |,

Hobaedlus
novelfies

Medio liquido (por litro)

| KILPO,

KAHPO,

MaSO»7H-0
(NH4$-50),

Elementos traza
NS0350 .0

PHH6S 72

Ixtracto de levaduta
Citate de amonto
dibasico

us

i

e
+owh O n
[iped

jpol

JOml
10 Og

Sha

| Microorganismo quimiolitotrofo
facultativo  Creee en medio de sales
minerales, cn pH cercanos a la
nentrabidad . v usa compuesios
mnorgdnicos y organicos de azufre como
Hfuente de energra v crecimvento Crece
lentamente bajo condiciones autotrofas
osu erectmento es estimualado,
luertemente por los COmMpuestos
OTUANICON
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| Microorganismos  quimiohitotrofos |
jobligados Son bacilos pequefios de |
!04 x Iu, con motihdad. Tiene
| imitada  capacidad para asimilar
1 lcompuestos det carbono organico
| Ldentro del matenal celular, pero la

: igeneracion  de  energia  es
! ! obligadamente dependiente de la
Tuobacilln {Ver Fhiobacillus novellus  para oxidacion dde l;)s SLO(;'{lfpuestos
thioparus | cultive en tosulfato inorgamecos de azufre 3¢ diferencia,
| del Fhwbacillus neapoiitgnus por
! [} su habilidad de  crecer
| janaerobicamente  en presencia de
| mitrato el cual se convierte a nitrito
I oge
: ! 1) su habilidad para crecer en
: tocianato CNS™ y [I) la inmediata
i | formacion de azufre en el medio de
- ' tiosulfato para 7. novellus v T,
! A
e s tlioparus, ;
: { Sofucion I (por litro): S
%NH Cl (P ) 106 Microorganismo  quimiolitdtrofo
1 1S ~ .
i . = v ficamente
‘ MeCla 6H:0 058 facultativo Crece autdtroficamente,
| 2 aunque muy lentamente en medio
| MgSOy 03g ..
| KHAPO 04 g morganico puro  En mezcla de
2Py AL : al oci
el ©
CaCly 210 0.02 ¢ tiosulfato y glucosa recimiento
N es mucho mas rapido, la energia s¢
i . ' T\a:b;(): 51 Ig() 10 Og . .
U Dobaciling " deriva de la oxidacion de tosulfato
| | Crecimiento mmotrofo - .
e medin R - y la glucosa ¢s la fuente principal
fNaxS.(y 3HRO 100 -
t del carbono cclular Requiere de
‘ Glucosa 100¢
[ e compuestos  reducidos  de  azufre
| | Crecimiento heicrotrofico -
i ' Glucosa 100 o como fuente principal de azufre para
H T > < !
| e ‘ = el erectmiento Ticne una tolerancia
Casteina o extracto de fevadura . .
to o alta al acido en relacion a cualquier
Elementos traza Tml L
otro tuebacilo Su pH dptimo para
e ¢l crecimiento ¢s 4
Huobacidlin . .
cperonicitholsn Microgrganismo quimiohitotrolo
i heterdirofo Lus  compuestos
"Para la preparacion del medio ver jmnorganicos de azutte los oxidan ara
' [omtermedinn. ¢l crecimiento solo en la presencia
] de  compuestos  organicos,  lales

tcomo el extracto de levadura o ¢l
Hudrolizado de casema |
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Medieo (por hitro)

KH]POJ. 15 g
Na;HPO,; 7H.O 79¢
NH,CI 03g
MgSO, 7H,0 Otg

Elementos traza (ver Thiobacidlu

Microorgamsmo quimiclitotrofo |
facultativo Crece  bien  bajo
condiciones autdtrofas, v también
bajo condiciones mixotroficas y
heterotréficas. Fisioldgicamente es
muy sumilar a 7. novelfus Puede
usar un rango muy grande de
sustratos  orgdnicos. La difrencia

mas significativa enire el 7. novelfus

Thiobacillus neapolitunus
pofitanis) 5 0 ml y el A2 es la habilidad de crecer
‘ A2 PH 6-83 , .
{ . después anaerdbicamente respirando
Substratos (por litro):
jmitrato, el cual es acoplado a la
Formato de sodio 68g | Lo .
f Glucosa 160 toxidacion de los sustratos orgdnicos
A HE
; N2,8,0: SH,0 10 Og gjemplo glucosa y acetato, pero no
compuestos norganicos de azufre,
5 Puede crecer autotroficamente no!
| solamente en medios minerales de
! tiosulfato sino también en medios
minerales de formiato Crece en ¢l
rango de pH de 7 5-9.
‘ Microorganismos  quimuohtotrofos
obligados Se encuentra en los
o ambientes  dcidos en donde se
Meduw liquido (por hitro) producen grandes cantidades de
KH:POy 358 acido suffirico a partir dc los
{NI14},50, 03¢ compuestos reducidos de azufre La
Huobacilius MgSO «7H,0 05¢g bacteria tiene una notable tolerancia
thioxidans FeSO, TH.O 0 018¢ |al acido, superior a otras especices de
CaCla, 025 ¢ |thiobacillus. El crecinuento éptimo
Polvo de azufre 50 ocurre en un pil cercano a 4. [l
PH 4.5 medio solido 5C prepara

rr

| purtficado (0 4 % p/v)

sustituyendo al tipsulfato por azufre

elemental 10 g/l y usando una
concentracion - baja de agar

O P |




Antecedentes

Sorokin v col (1999). aislaron bacterias sulfcoxidantes alcaldfilas de suclos v lagos
alcalinos (pH =9 5) El medio que utilizaron para mocular fue un medio liguido que
contenia tiosutfato (20mM) con un pH de 10 ¢ incubado en un agitador rotatorio a 28°C

Siguteron el desarrollo de los cultivos por el consume del tosuifato.

Para aislar cultivos puros de bacterias autotrdficas alcalofilas sulfooxidantes se realizaron
a partir de los cuitivos de ennquecimiento {en donde el tiosulfato fue consumido en el
medio liguido alcalino) una sere de diluciones (1.10-1 1000) Las diluciones mas altas que
mostraron crecimiento fueron sembradas por estrias en placas de agar con tiosulfato con un
pH alcalino. lLas colonias las cultivaron de nuevo en medio liquido v sigueron el
crecimiento por el consumo de tiosulfato antes de su resiembra en medio sélido Para que
pudieran mantener ios cultives a pH 10 o mas alto {ue necesario gue agregaran carbonato
de sodio.

Para evaluar la capacidad sulfeoxidante mudieron {con células lavadas) la velocidad de
oxidacién para varios compuestos de azufre. Esto por la desaparicion de sustratos v la
acumulacion de productos Ademads se determind el consumo de oxigeno con un clectrodo
de oxigeno disuelto tipo Clarke (Yellow Spring Instr Ohto USA), Para que evaluaran el pH
optimo de oxidacion realizaron expenmentos con diferentes valores de pH imcial (7 - 11)
usando experimentos de respirometria.

Los métodos analiticos que utilizaron para medr la biomasa fue por su contemdo de
proteina con ¢l método de Lowry Y ademas determinaron ia composicion de ias bases del
DNA.

Se aislaron 2 cepas AL2 y AL3 y observaron la morfologia para AL2 en agar a pH 10 con
colomias transparentes, blancas, consistencia suave, bordes regulares y elevacion convexa
con depositos de azufre que aparccicron primere ¢n ¢l centro y después en las onllas v la
morfologia de AL3 las colonias no contenian depositos de azufre, fueron siempre
transparentes, de un color rosado, consistencia suave, y elevacion convexa

Ambas cepas fueron capaces de erecer en medie mineral con tiosulfato a un rango de pH de
8.5y 104 con un dpuimo de 9.5 vy 98 A ptt & - 8 5 ercereron y ¢l tiosultato fuc oxaidado
muy lentamente a azufre clemental como dnico producto de oxidacion lstos amslados
iepresentan los pimeros cultivos puros de bactenas alcalofilas mcoloas de asulre Hl

ennguectmiento de Bdbitats altamente alealinos permitio ¢l aslamiento de dos diferentes
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tipos de bacterias alcaldfilas. litoautotréficas obligadas sulfeoxidantes De acuerdo z los
criterios clasicos de taxonomia estos aisiados pueden ser identificados como miembros de
genero [hiobacillus Los aislados sen Gram negativos, con forma de bacilos con flagelo
polar v aerobios obhgados Son capaces de crecer autotréficamente con compuestos de
azufre morganico como fuente de energia. Tienen requerimientos especificos de iones para

el crecimiento y una preferencia, pero no absoluta por nitrato como fuente de mitrogeno.

Stefan M. & col. (2000}, aislaron una bactena sulfooxidante. quumiolitoautdtrofa de
sedimento de aguas tenmales poco profundas.

El medio mineral que utilizaron contenia 20mM de tiosulfato como dnico donador de
electrones para enriquecer, aislar y para cultivos rutinarios. La composicion del medio
mineral (g/1) fue: NaCl (29), (NH ;S0 (1), MgSOQue7H>0 (1.5). CaClye2H-O (042},
KLoHPO, {(0.5), KCI (0 7), vitamina B12 {0.00005), solucién de elementos traza, EDTA
(Iml/LYWidel & Back, 1992) Utithzaron azu! de bromotimol como indicador de pH a una
concentracion de 4mg/l,

Para aislar la bacteria inocularon 1 cm’ de sedimento de aguas termaies en medio mineral.
Los cultivos fueron incubados a 22 °C en la oscuridad para impedir el crecimiento de
bactenas fototroficas. Después de que crecieron, que fue indicado por un cambio en ef color
del indicador de pH y por el depésito de azufre, un mililitro del cuftive lo transfiricron a 10
ml de cultivo de medio fresco, Para ¢l aistamiento de cultivos puros, fue transfendo y
dispersado 1 ml de alicuota de cultivo ennquecido sobre placas de agar con tiosulfato. Las
colenias que se aislaron se transfirieron al menos tres veces hasta ser consideradas puras.
Los experimentos que realizaron para su crecimiento de la bacteria pura fue realizando
cuitvos en lote los cuales se hicieron en matraces de 320 mi conteniende 100 ml de medio
en un agrtador rotatorio a 30 °C en la oscuridad  Sc determmd fa maxima velocidad de
crecmuento en tosulfato entre 22 v 37 °C La velocidad de erecimiento méximo especifico
lo determinaron por microscopia de fluorescencia, por densidad optica a 420 nm o por
concentracion de proteina con ¢l método de Bradford (1976}

[ saluzmion ¢l pil optimo para el crecinuento del nuevo aislado v los valotes mis bajos v

mas altos de pltelerados se determinaren usando un medio aqustado a diferentes valores




Antecedentes

de pH 1ruczal (3 5 — 10} Un cambio de color del indicador de pH mndicé crecrmiento El pH
optrmo fo determinaron midiendo la velocidad de consumo de oxigeno a diferentes valores
de pH. Determinaron la temperatura dptima de crecrmiento {de 60 °C - 3 5 °C ) dentro de
las 24 horas después de la moculacién

Con la secuenciacion de los genes del 165 RNA de los microorganismos aisiados se llegod a
que eran 93 % similares a [obaciius sp. Con una morfologia de 04 a 0.6 1 de ancho y
1.2 a 2.5 de largo, solas o en pares, con motilidad, Gram negativas v sin formacién de
esporas Por sus condiciones de crecimiento los aislados son estrictamente aerobios vy
autotroficos en tiosulfato, tetrationato. azufre v suifito pero no en tiocianato  Hay
crecimiento en tiosulfato desde pH neutros hasta 2 8 — 3. A pH de 9 no hubo crecimiento
El tiosulfato fue completamente oxidado a sulfato con una recuperacion de 90 a 99 % Se
observg la formacidn de azufre clemental en el medio solido v en medio liguido La

lemperatura éptima fue de 37 - 42 °C
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aislar  dc un consorcie sulfoonidante {que se encuentra en un cultivo continuo ) una
bacterta incolora del azufre que tenga la capacidad de oxidar compuestos reducidos de
azufre como sulfuro de hidrégeno, azufre elemental v tiosulfate Caracterizando esta
bacteria para conocer su fisiologia v metabolismo microbiano Para contribuir al
entendimiente del proceso de oxidacion bioldgica llevado acabo por el consorcio
sulfooxidante Esto con la finalidad dc proponer procesos que disminuyan los problemas de

contammacion amiental por compuestos reducidos de azufre
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Aislar y caracterizar un mcroorganismo con capacidad de oxidar compuestos

reducidos de azufre presente en un consorcio suifooxidante.

OBIETIVOS PARTICULARES
+ Aislar una cepa pura de un consorcio sulfooxidante que utifice como fuente de
energia compuestos reducidos de azufre .
« Evaluar Ja capacidad sulfooxidante del microorganismo aislado y determinar sus
caracteristicas de crecimiento.
e Determinar los parametros cinéticos de oxidacion del microorganismo aistado y del
consorcio, y comparar ambos sistemas (Km y Vmax).

» Identificar el microorganismo aislado




Hipdtesis

HIPOTESIS DEL TRABAJYO

Es factible aistar un microorgamismo con capacidad sulfooxidante de un consorcio que
utiliza como fuente de energia los compuestos reducidos de azufre y es posible ademas
comparar ambos sistemas (velocidad de oxidacion) para determinar s1 el microorganismo

aislado es representativo del consercio
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MATERIAL Y METODOS

Material Biolégico

El méculo utihzado se cbtuve de un consorcio sulfooxidante proveniente de un culftivo
contruo adaptado a trosulfato a un pH de 6 5, que se encuentra operando desde 1996 en el

laboratorio w-107 de emisiones gaseosas en la UAM-Iztapalapa.

Medio de cultivo

El medio mimeral que se utihzd para aslar y crecer al microorganismo fue un medio
descrito por Sublette (1987), utilizando zl tiosulfate como Unice donador de electrones.
Ademas es uno de los compuestos reducidos de azufre que permite su mampulacién sin
riesgos asociados a tosicidad Es importante sefialar que este compuesto se ha utilizado
como modelo para estudios de la sulfooxidacion (Sublette, 1987, Steffes v col., 1196 kelly
ycol , 1997)

La composicion det medio cs la siguiente’

:rComponentc Fojl ‘
NaHiPO; 2
| KH,PO; s
MoCly e 61:0 |04
NH,C 0s
CaCl: {003
fi\"}(ﬁc':i}" o i'o'bz -
| FeClse 6H:0 1002
é’?xféi%éiiwm - Tho
1 Nas$:0:- SILO 120 |
phl final | 657 ’
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Aislamiento

Se evaluaron diferentes parametros de cultivo con el fin de obtener resultados positivos en
el crecimiento de microorganismos sulfooxidantes Se aislé una cepa de acuerdo al
siguienfe procedimiento Se favorecid la acumulacion de azufre elemental en el
quimiostato Se tomaron muestras del cultivo y se filtraron utilizando papel filtro Whatman
42. Estos filtros fueron colocados en diferentes cajas petr1 con medio muneral v goma
gelian (1 %) Se siguid utilizando al tiosulfato como fuente de energia v al bicarbonato
como fuente de carbono Se ncubaron las cajas por 60 horas a 30 °C v se observo el
crecimiento de colonias con precipitado de azufre, debido a la oxidacion del tiosulfato Esta
colonias se picaron y se resembré en cajas en condiciones estériles. Mediante resiembras
consecutivas se obtuvo finalmente la cepa aislada y se resembré en medio liquido para
verificar su capacidad quimiolitotréfa. Finalmente se tomaron muestras para ser sembradas

en medio nutritivo y agar sabouraud

Tincién

Para demostrar las propiedades tintoriales de ia bacteria aislada y ademas para ser

obscrvada en el nicroscopie éptico se utihzé la tincion de Gram

Método

Sc hizo un frotis delgado del material a estudiar v se dejo secar al aire. Se fio ¢l material
en ¢l portaobjeto pasandolo 3 o 4 veces a través de la llama de un mechero Se cubré la
superfieie con solucion de cristal violeta Después de un munuto de exposicton al cristal
violeta se lavo totalmente con agua destilada Se cubrié el frotis con solucion de vedo de
Gram durantc un minuto. Se lavé totalmente con agua Sc cubrid la superficie con unas
gotas de decolorante de alcohol y acctona hasta que no se desprendid color violeta Se
cubnié la superficic con saframma durante un minuto. Se lavo con agua correnie Se

examind of frotis en le microscopio
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Cuitivos

Los cultivos en lote se hicieron en matraces de 250 ml conteniendo 100 mi de medio,
incubados en un agitador rotatorio a 180 rpm a 30°C Después de que ocurnd el
crecimicnto, que fue mndicado por el cambio de pH de 6.5 a 3 y por el deposito de azufre, 5

ml de cultivo se transfirieron de nueve a medio mineral fresco.

Caracteristicas de crecimiento

Crecimiento del microorganismo en diferentes fuentes de carbono

Se evalud el crecimiento de los microorgamsmos utilizando seis diferentes fuentes de
carbono, las cuales fueron (1g/1) bicarbonato de sodio, glucosa, eitrato de sodio, sacarosa,
formiato de sodio y acetato de sodro.

Se inocularon 1ml de células a una D.O de 0.5 er: matraces de 250 mi con 100 ml de medio
muneral conteniendo cada uno las diferentes fuentes de carbono Se midid el pH, la

acumulacion de sulfatos y la biomasa cada 12 horas desde ef tiempo cero hasta las 60 horas.

Curvas de crecimicnto

Cuando el pH dei cultivo s¢ encontraba en 4.5 - 5, se centrifugaban 750 mi a 10,000 por 25
min y ¢l sedimento se resuspendid en sofucion salina (0 85 %) Se lievé aun DO de 05
para posterior oculacion de matraces con 1 mi Se tomaron muestras cada 12 horas para
medir ¢l pH, biomasa y acumulacidn de sulfatos, desde las cero horas hasia las 60 horas
Para este experimento se utilizaron dos fucntes de carbono por separado (1g/ly glucosa y

bicarbonate
Crecimiento del microorganismo en diferentes concentraciones de glucosa.
Se evalud el comportamiento del microorganismo aisiado utihizando la ghucosa como dnica

fuente de carbono a diferentes concentraciones 1, 2 v 5 gl La preparaciin del inoculo fue

T s que pard las cunvas de crecmuenio: Seomidio ¢l pit fa onmasa v T acumulacion

-
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de sulfatos, as: como la concentracidn de glucosa en el tiempo cero v despuds hasta las 48
h

Efecto del pH sobre la oxidacion, velocidad de oxidacitn para tiosulfato y tolerancia a

sulfatos.

El in6cuio utihzado para los estudios de respirometria se preparaba de la siguients manera,
Cuando el pH medido se encontrzba en 4.5 -3, los cultivos provenientes de cuatro matraces
se ceninfugaron y se resuspendieron en medio mineral sin tiosulfato y sin fuente de
carbono Para evaluar el efecto del pH sobre la oxidacion se utilizaron soluctones buffer pH
de 3,5,65 75 y8 Para evaluar la velocidad de oxidacion para tiosulfato se adicionaron
en ura concentracion de 6.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 2, 4, 8 v 10 g/l de tiosulfato. Para evaluar ia
tolerancia a sulfatos se adicionaron en una concentracion de 1, 2, 4, §, 10, 15, 20, 25 5 30

o/t de sulfatos

La técnica sc basa ¢n la medicion del consumo de oxigeno como una mededa indirecta de la
oxidacion de los compuestos reducidos de azufre en el microorgamsmo estudiado. El
oxfgeno se midié utihizando un oximetro YS1 modelo 5300. El procedimiento se describe a
continuacion
I b0 un matraz s¢ arrco la solucion buffer a probar durante ¢l iempe necesario para
saturario de oxigeno, aproximadamente 30 minutos, Para uosulfato y sulfatos s¢
airco la solucion buffer (en donde mejor hubo oxidacion).
2 En un reactor con una capacidad de 1500ul se inoculd <£0n 10% viv de células

centnfugadas v lavadas con solucion salma al 0 83%

[¥S)

Sc adicionaren las soluciones buffer v los sustratos a evaluar

4 5S¢ mantuve el reactor en agitacion a temperatura de 30°C y pl1 6.5

A

Se midid el consumo de oxigeno contra ticmpo

6 Se ealeutd la tasa de consumo de oxigeno {mg Oy 7 min) por med:o de la pendiente
del consumo respecto al tiempo,

7 Pmnalmente se caleularon las velocidades de oxidacion de los sustratos {mye de

tosultato g protema mnd de acuerdo o la estequiometria global de 1a reaccion de
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oxidacion de los compuestos reducidos de azufre considerando la biomasa y la
correccién para la respiracién endégena Esta Gltima se calcule midiendo el
consumo de oxigene sin sustrato, es decir al medio con células s fuente de energia

se le midio el consumo del oxigeno respecto al tiempo
METODOS ANALITICOS
Determinacién de sulfatos por el método turbidimétrico

El ron sulfato en un medio con dcido clorhidrico y cloruro de bano, forma cristales
umformes de sulfato de bario La absorbancia de la solucién es medida por nefelometria v

la concentracion del ion sulfato es determinada por comparacion de ia lectura con una curva

estandar,
Reactivos
L. Mezcla de reaccton Mezciar 30 m! de HCI concentrado, con 300 ml de agua
destilada, 100 mi de aleohol sopropihco o etihico al 95 % y 75 g de cloruro de
sodio Posteriormente se mezclan con 50 mi de glicerol
2 Cloruro de bario' Cristales de tamaiio de malla 20 ¢ 30
3. Selucidon cstandar de sulfato, Se disuelven 147.9 mg de Na-SO, anhidro en 1000 ml
de agua destilada Se haceuna curva con incrementos de concentracién de 3 mg/i en
un 1ange de 0 - 40 mg/l. Alrededor de 40 mg/l la exactitud del método decrece v 1a

suspension de sulfalo de bario prerde la estabilidad

Procedimicnio

I Colocar 99 mi de agua destilada en vn matras Erlenmeyer de 250 ml

2 Adicionar 1 mi de fa mucstra

3. Agregar 5 ml de la mezela de reaccion

4 Agitan .
5 Adicionar g de enistales de cloruro de bario

O Agitar durante un mimnute exactamente v a una velocwdad constante
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7 Medir la absorbancia a 420 nm Medir la turbndez generada a intervalos de 30
segundos durante 4 minutos. perque el maximo de turbidez ocurre durante los dos

primeros minutes v la lectura permanece constante de 3 a 10 minutos

Biomasa i

La biomasa se determiné indirectamente por su contenido de proteina Esta fue cuantificada
por el método de Lowry (1951) utilizando una curva patron con atbimina de 0 a 560
ugfml

Reactn os
Reactivo A CuSQ, » 5H,O al 1% en H.O
Reactivo B Tartrato doble de Na v K al 2%
Reacttvo C; Na-CQs al 2% en NaOH G, 1N
Reacuvo D 1A = 1B preparar cuando sc va a utslizar
Reactivo £ 1D + 50C preparar cuando se va a utihizar

Reactivo Folin 1.1 con 11,0 se prepara cuando se va a utilizar,

Procedimiento

I Tomar una alicuota de Ia solucion problema, colocar en tubo de ensaye

12

La alicuotla antertor debe ser llevada a un volumen de 1 ml con NaQI1 0, 1IN

)

Calentar en bafio maria por 5 minutos

4 Enfnaren ¢l refrigerador

¥ 1)

Agregar 5 ml de reactivo E, agitando vigorosamente,

6 Reposar cada tubo 10 nun

7 Agregar 0 5 ml de reactivo de Folin (1'1 con agua) agitar.
Preparar en ¢l momento de usarse

8 Reposa 30 nun

S leera 390 am

Facuna estandar que se utithyzo para la cuantificacion de proteina fue la sigwiente

Jir
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Determinacién de glucosa

La glucosa se determind por un  prueba comercial de la marca Hycel, la cual es una
determinacion cuantitativa colorimétrica, El procedimiento estd basado en el método de
Hultman (1959} v en las correcciones hechas por Dubousky (1962), en donde {a o-toluidina
reacciona con el grupo aldehido de la glucosa en solucion de acido acético y forma una
mezcla en equilibrio de las glucosilaminas. E color verde-azul que se desarrolla indica el
final de la reaccion, el cual tiene su maxima absorcion a 630 nm vy es proporcional a la

concentracion de glucosa
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Cultivo del consorcio sulfooxidante

Al realizar estudios a mivel laboratorio sobre procesos de eliminacién biolégica de
contaminantes para ¢l escalamiento v su posterior aplicacién industrial en los compuestos
reducidos de azufre se han utihzade los reactores totalmente agitados, que utifizan un
consorcio suifooxidante {Revah v col. no publicado) y cepas puras de Thobacillus
(Sublette, 1987 Visser y col, 1997, para la eliminacion de sulfuro de cormientes acuosas.
Fste sistema se utiliza también para el tratamiento de corrientes acuosas contaminadas con
nosulfato y tiocianatos de la industria fotografica (Robertson v Kuenen, 1991)

De esta manera ¢l consorcio sulfooxidante se mantiene en un cultive continuo en un reactor
completamente agitado, al cual se adiciona uosulfato de sodiw como Gnica fuente de
energia La velocidad maxima de crecimiento Vimax observada es de 031 h ™' (Revah y col
no publicado)

A continuacion se descnibe brevemente un gquimiostato (Figura 1) Un cultivo continuo es
un cultivo de volumen constante, al que se afade medio fresco v del que sale medio usado
con células Cuando alcanza el estado de equilibrio, el nimero de céiulas v el estadio

S

metabolico s¢ manticne constante

Bl 1 101
o

Lo

LR RYORS
o wullie

FFLETRY

Figara 1. L squema de un caluso continuo (quimniostato)
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2. Caracteristicas de crecimiento del consorcio

El consorcio sulfooxsdante es capaz de oxidar compuestos reducidos de azufre. La
velocidad de oxidacidn del azufre elemental es la més baja comparada con los otros
compuestos de azufre. HaS> €S, >80; >5,0;7 > §°, (Revah y col 2000, no publicado).

Esta ampliamente documentado que la oxidacion de los diferentes compuestos reducidos de
azufre por microorganismos sulfooxidantes, producen diferentes mtermediarios y sulfato
como producto final (Suzuky, 1999) Este ultimo, en determmadas concentraciones en el
medio de cultivo, fiene un efecto negativo sobre el crecimiento de los microorganismos
sulfooxidantes del consorcio. Las concentraciones de inhibicion del crecimiento por
sulfatos es de 25 g/l (Revah y col. 2060, no pubhicade)

La disminucidn det pH, estd relacionada con la scumulacién de sulfatos en el medio de
cultivo. De esta manera el tiempo que tarda en disminuir el pH depende del punto de
equivalencia del amortiguador que es de 4 y de la concentracion de tiosulfato, pero en la
mayoria de los casos ¢s después de las 36 horas a un pH de 3

Las condiciones mas favorables para la oxidacion de compuestos reducidos de azufre por el
consorclo de microorganismos sulfooxidantes son las siguientes mtervalo de pH entre 5.3
y 7, temperatura de 30 “C y para la oxidacidn completa a sulfatos a partir de tiosulfato, una
concentracion de oxigeno disucllo superior o 1gual a 02 mg/! . Por otro lado, cabe
mencionar la capacidad del consorcio de llevar a cabo la oxidacion en valores de pH dcidos
de alrededor de 2 v 3 Posiblemente por ta prescncia de bacterias acidofilas azufre-

oxidantcs como Thwhacillns thioxidans y Fhiobacillus ferroxidans
3. Aislamiento

El cultivo en placa v aislamiento de cepas de microorgamsmos quimiolitotroficos es
particularmente dific} de realizar debido a sus caracteristicas de crecimicnto lo cual ha sido
amphamente documentado Los trabajos de Johnson v col (1995, 1997} son un punto de
relerenera en cuanto a la formulzeion de medios sohdos para el aislamento de cepas de
Puchacllns v otios acidofilos de imterés Basicamente sus resultados muestran a

mmpottancie de clmmar cualquier sustanei otgdmea del medio de cultivo. para lo cual

it
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ufthzan diferentes gelificantes, ast como medios solidos de doble capa donde en una de las
capas se favorece el crecimento de los heterdtrofos que consumen la matena orgdanica v en
la capa externa los organismos quimiolitdtrofos

El cuitivo en séhido consistié en crecer el consorcic en diferentes medios tanto para
observar el crectmiento como la posibilidad de arslar algin microorganismo de interés del
consorcio, Asi mismo se evalué como control el crecimienio de Thwobacilius thioparus
ATCC 26345 v [lhwbhacillus ihioxidans ATCC 21835 Se uiilizdé el medio de cultivo
atilizado por Sublette (1987). Se cultivaron de acuerdo a la Tabla | Por otro lado, se
manfuvieron fos cultivos en medio liguido que resulta el mas adecuado para mantener a este

género microbiano.

Tabla 1 Crecimiento de cepas puras de Thiobacillus v consorcto sulfooxidante en

cultivo solide utihzando diferentes tipos de gelificante.

Medio de Cultivo T thioparus | T thioxidans | Consorcio
(medie mineral} ATCC26345 [ATCC21835 | Sulfooxidante
Agar bacteriologico N - )
(1.5%)

Agar bacterologico (1%) + + -

Agar bacteriologico
(1%} lavado

Agar bacteniologico 4
Extracto de levadura o * g:él%(r)fqg(;'})
(05 ) ‘
Goma Gellan
(1%

Agarosa
Ultrapuriiicada

+ b e 4

Al sembiar el consorcio en cara petn (tabla 2) utilizando como gelificante goma gellan al
[%6 st hubo crecoimiento v arslamiento Unlizando agar (1%) no hube crecimiento, esto se
debe tal ves a que ¢l apar tenga la presencia de vazas de matenal soluble organico o
presente sustancuas mhubuwdoras pare o creamuento de nucromganismos quimioltdtrolos

tHavdor col 1971y dohnsonr 1999,

S
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Al hacer crecer las colomias aisladas en medio mineral liquido se observaba después de 24
horas ia formacidn de azufre v la  disminucion del pH de 63 a 3 (tabla 2) Una
caracteristica de la oxidacidn de compuestos reducidos de azufre es ia acidificacion del
medio, resultado de la produccién de protones Ei acido formado por la oaidacion de

compusstos reducidos de azufre es el dcido sulfarico (H,SO4).

Tabia 2. Comportamiento del microorganismo en los diferentes medio

Medio [ Crecimiento l Observaciones

- Mineral liquido : [ pH micial {0 hy 6 5
} v | pH final (48 h) 3 .
i Mineral sélido !Forma(:l()n de colomas puntiformes
{goma gelan %) . + Ide color amarllo, opacas conl

formacion de azufre

Mineral solido

(agar 1%)
Saboroud .

Agar nutrtivo -

+ crecinuenty
- no hay crecnmiento

Al sembrar ¢l microorganismo aislado en agar Saboroud v agar nutritivo mcubados durante
3 dias y 24 horas respectivamente a 30°C no s¢ presento crecimiento de ningun tipoe de
microorgamsmo  Tavior y col. (1971) han reportado que uno de los problemas mas
comunes para obtener cultivos puros de quimiolitotrofos s la extrema persistencia con que
los  contamunantes  heterotrofos  pueden  permanecer  asociados  con  las  colomas
quuemolitdtrofas en lag placas de agar Debido a la presencia de trazas de matenal soluble

orginco y tambidn a que los guimioludtrolos exciclan compuestos organicos

‘A
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4, {identificacién

La cepa pura aislada a partir del consorcio se envid a la compafifa Microbial Instghts
(Rockford, Tennessee, E U.) para que sc identificara mediante a secuenciacion parcial del
gen nbosemal 165  Amplificaron por PCR y secuenciaron un fragmento de
aproximadamente 500 pb i cual posteriormente se comparé con las secuencias depositadas

en el Ribosomal Database Project. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion

indice de similitud Microorganismos

0914 Thiobacillus sp STTWS

0.683 Thiobactllus hydrotermalss str. R3
0.648 Thiobaciius halophilus

0.648 Throbacitlus neapolitans

Los indices de similitud mayores a 0 800 se consideran excelentes. de 0 6 - 0 7 son buenos
¥y por debajo de 9.5 se consideran secuencias anicas
De os datos mdicados, podemos saber que se trata de un Thobacilis. aungue la especie no

csta claramente definida, al menos per este mecamsmo

5. Curvas de crecimiento

Para evaluar ¢l comportamiento de ia cepa al utilizar tiosulfato de sodio {20g/1) como 1nica
fuente de encigia y bicarbonato y glucosa como fuentes de carbono, se reahizd una cinctica
de crecimiento Se evalug ¢l crecimiento. pH, v produccion de sulfatos con respecto al

tiempo

i
I
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Crecimiento del Thiobacillus sp. con respecto al tiempo

—&— bicarbonato
100 . —M— glucosa

proteina (mg/1)
(o
<
<

0 12 24 36 43 &0 7z
tiempo ¢h)

Figura 2 Crecimiento del Thiobaciifus sp a 30°C, 150 rpm, pH 7

En la Figura 2 se presenta el crecimiento del 7 obaciius sp. El microorganismo se obtuvo
de un consorero adaptado a tiosulfato | por 1o que no se observa una fase de adaptacién y
alcanza la fase estacionaria en las primeras 12 horas, para las dos fuentes de carbono, La
concentraciéon maxima de proteina que se tiene es de 368 mg/l para bicarbonato v para

glucosa 380 mg /L.

Comportamiento del pH con respecto al tiempo

El comporiamiento del pll durante la oxidacion de tiosulfato de sodio por el Huobacilus
sp se presentz en la figura 3 11 pH del medio aumenta ligeramente durante las primeras 24
horas a pH de 7 para las dos fuentes de carbono (glucosa y bicarbonato), ¢sto se debe a la
acumulacién de azulre | después a 1as 36 horas disminuye rapidamente a pH 3, esto s¢ debe
a que hay una acumulacién mayor de sulfatos y despuds el valor del ptl sc mantiene
constante, por ¢l agotamicento del sustrato (tiosulfato). Durante la oxidacidn biologica del

tosullito por I cepa pura se obseryva la formacton de intermediarios como §° v 80,

d
Caq
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—&— bicarbonato

~—— glucosa

pH
3 N A U N D00

|
1
|
!

0 i2 24 36 48 &0 72
tiempo (h}

Figura 3. Comportamiento del pH dutante la oxidacion por el Thnohacilius
sp a30°C. 150 pm

Produccidn de sulfatos contra tiempo

En la 'gura 4 se muestran 105 resultados de la acumulacién de sulfatos durante la
oxidacton de tigsulfato de sod:io por el microorganismo aislado La acumulacion de sulfatos
alcanzan su valor maxmmo para bicarbonato v glucosa (13 v 8.5 ¢/l respectivamente)
aproximadamente a las 36 horas

Se observa que existe una mejor oxidacion bioldgica del tiosulfato utilizande como fuente
de carbono al bicarbonato que usando la glucosa

Estos resultados son similares a los observados en ¢f consorcio sulfooxidante crecido en

S:0: como fuente de encrgia (Estrada [, 1999)

14,
12
— I
= 10 |
ot :
A 8 H
[+
= 6!
= —e— bicarbonalo
z

—— glucosa

8] 12 24 s 48 00 72
ficmpa ()

Fioura 4 Seumulacion de suifitos contia nemso
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5, Tincion

Al realizar la tincién de Gram se pudo observar bacilos de calor rojo rosado. Este resultado
;oincide con las propiedades de los Thiobacillus reportadas por Kuenen (1991) ¢l cual
describe a las bacterias sulfooxidantes como organismos gram-negativos.

Figura 5. Thiobacillus sp. Observados en el
microscopio éptico a 100x utilizando una tincién de
Gram.

1. Caracteristicas de crecimiento

Dependiendo de sus caracteristicas de crecimiento los microorganismos quimiolitdtrofos se
han clasificado en (Madigar y col. 1999} :
Quimiolitétrofo. Microorganismos que obticne su energia de la oxidacién de
compuestos inorganicos, como el hidrogeno o el tiosulfato, y ¢l diéxido de catbono
como fuente de carbono.
Mixotrofo. Microorganismo capaz de asimilar los compuestos orgdnicos como

fuentes de carbono, usando compuestos inorganicos como donadores de electrones.

Con el fin de determinar algunas caracteristicas de crecimiento se evaiué el

comportamiento del Thiobacilus sp utilizando diferentes fuentes de carbono. Las fuentes

h
th
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de carbono fueron (lg/l} bicarbonato, glucosa, acetato, sacarosa, formiato v oitrato La
fuente de energia de éste y los demds experimentos fue tiosulfato de sodio (Na.S:0- -
SHOYen 20 gl

Al mismo tiempo se evalud el comportamiento del Yiuobucillus sp. a diferentes
concentraciones de glucosa, se observé su efecto utilizando concentraciones crecientes
sobre el crecimiento, produccion de sulfatos y pH Las concentraciones evaluadas fueron

1,2y5 gl Temendo siempre como fuente de energia al tiosulfato

7.1 Diferentes fuentes de carbono

Tabla 3. Comportamiento del microorganismo en diferentes fuentes de carbono

Fuente de carbone PH Proteina (mg /L) S04 L
(60 h) (60 h) (60 h}
Bicarbonato 33 24421 12.37
Glucosa 33 2337 97
Acetato 35 2105 97
Sacarosa 34 2210 97
Formiato Sin crecimiento 0 0
Citrato 39 265 26 10

Como sc observa en la tabla 3. ¢t Thwobacilfus sp utihiza como fuente de carbono para su
crecimiento al bicarbonato. glucosa. acetato, sacarosa y citrato. La fuente de carbono que
no utiliza es ¢l formiato, csto posiblemente se debe a que es un compuesto oxico. Al
utihzar al bicarbonato como tmea fuente de carbono se observa que hay una mayor
produccion de sulfatos, cs deeir, hay una mejor oxidacion del tiosulfato a comparacion de
los otros compuestos Existe una mayor produccion de bromasa utilizando citrate como
fuente de carbono, siguiendo ¢l bicarbonato, De acuerdo a estos resultados se puede sugenr
que el mictoorganismo ¢s mindtrofo 13s decir, utiliza anicamente como fuente de energia
un compuesto morgdnico v como fucnte de carbono un COMPUESIO OTgarico o IOrganico
Ruenen v col (1991) reportazon microorgamsmos sulfooxtdantes mixotrofos  que podian

fomar como luente de cartbeno compuestos morgdmicos v orgameos, entre los que se
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encuentran el Thiobacilius iniermedius, Thiobaciilus A2 v Thiobacidlus Jerroxisdans.
7.2 Comportamiento det Thiobacillus sp. en diferentes concentraciones de glucosa

Tabla 4, Efecto de la glucosa sobre el crecimiento del /hiobacillus sp.

Glucosa Proteinas Sulfatos -
i) i me| o]
0Oh 48k Oh | 48h Oh 48 h 0h 48h
1 0.036 | 619 | 34 15.0 356.0 0 8.89
2 0.074 | 621 | 34 162 380.8 0 8.258
3 08 620 | 34 ¥ 150 { 456.0 0 8.49
0" 0 620 | 30 | 160 254.2 0 9.34
1% ] 0987 | 627 | 576 4342 | 3800 0 0
EEEE: 629 | 60 ( 458 | 3074 0 0

A = medio mineral con bicarbonato (1g/1) y tiosulfatos (20 g/1).
B = medio minera! con glucosa ( 1g/1) y sin tosulfato

C = medio mineral con glucosa (5g¢/} y sin tiosulfato

En la tabla 4 se observa que la produccion de biomasa presenta un ligero aumento con
respecto al incremento de la concentracién de la glucosa Cuando se utiliza bicarbonato se
tiene un crecimiento de 254.2 mg/l y en presencia de glucosa 356 mg/l. Asi mismo sc
observa que no existe un efecto sobre ¢l comporamiento del pH, pero si con la produccioén
de sulfatos La produccion de sulfatos disminuyé ligeramente al adicionar glucosa como

tniea fuente de carbono en un 10 %.

Alutihizar a la glucosa como Uniea fuente de energia y de carbono, después de las 48 horas
no hay dismuinueion de pH ni produccion de sulfatos, como tampoco un aumento de
bromasa, por 1o que no existio creaimiento det microorgamsmo La glucosa no se utihza
como unica fuente de carbono v de energia por el Ziuobacidins sp. lo cual nucvamente

sugiese que se tiata de un mivotrofo isto atrsbuve a que ¢s quimiolitdtrofo obhgado ya que
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Gmicamente uithiza un compueste norgamco como fuente de energia, pero puede utilizar

COMpUEstos OTganicos € imorganicos comoe fuente de carbono

8. Estudios de respirometria

8.1 Efecto del pH sobre la oxidacion

Con la finalidad de evaluar el pH dptimo para la oxidacion del tiosulfato por el Juobaciilus
sp v el consorcio se realizaron estudios de respirometria .

La técnica uttiizada se basa en la medicion del consumo de oxigene por el microorganismo
estudiado como una medida indirecta de la oxidacion del tiosulfato de sodie Ei oxigeno se
midio utilizando un oximetre YSI modelo 53060

Los diferentes pH que se probaron para el consorcio y el Thiobuciluy sp. fueron 3, 5. 6 5,

75,8y5 Los resultados obtenidos se presentan en fa Figura 6.

20

—&—cepa pura

60
— - CONSMICIO

mgO2/gProt*min

pH

Figura 6. Oxidacién del nosulfate en el consorcio y Hnobuctius
sp. a diferentes pll determimadas por respiromctria,

Como se observa en fa Figura 6 existe una mavor actividad sulfooxidante a pH 6.5 en ¢l
consorcio voen ¢l fuebecdins spo ] as masimas velocidades de wxdacton observadas

Tucron de 63 54000 Mg, M0V 26 wth Mg, N respectnamente b los ptl 5y
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9 existe la mas baja oxidacion del tiosulfato comparada con lade los pH de 5,75 v § tanto
para el consorcio como para el Thiobactlius sp

De acuerdo a estos resultades el pH de oxidacion del tiosulfato por el Tnobacillus sp. y el
consorcto esta entre 5 y 8. Los valores de pH para la oxidacion del nosulfato por el
Thiobaciilus sp., se muestra que son organismos neutrofilos lo cual es una caracteristica de
la especie microbiana. Kuenen y col.(1986) reportan varias especies de  Thiobaciiius que
crecen en pH neutros como son I. denifrificans, 1) neapolitunus y T. thioparus.
Comparando los resultados obtenidos para el Thobacilius sp y el consorcio se observa que
tiene el mismo comportamiento sobre la oxidacion del tiosulfato a diferentes pH Lo cual

sugiere que la cepa pura es representativa def consorcio con respecto at pH.
8.2 Pardmetros cinéticos de oxidacién de tiosulfato

Por medio de respirometria, se determinarcn las velocidades de oxidacion del tiosulfato a
diferentes concentraciones del mismo tanto en el Throbacillussp como en el consorcio. Se
determind también el efecto que tiene el sulfato sobre la oxidacién microbiana, evatuando
el efecto de concentraciones crecientes del ion

En las Figura 7 v 8 se presentan las diferentes velocidades de oxidacion en presencia de
trosulfato utilizando la ecuacion de Monod para ¢l ajuste de los datos Las velocidades
maximas de oxidacion de tiosulfato obtemidas fueron: para ¢l consorcio, una Vmax de 68
mg O,/g protcina min, en tanto la Km fue de 1.9 mM Para la Throbacilus sp una Vmax de
18 mg Oy/g protcina min y una Km de | mM Estos resultados se obluvieron en las
condiciones optimas de temperatura (30 C) vy pH (6.5) Los datos son similares a los
reportados ¢n la literatura para cultivos puros de thiobacifli Jordan ¢f «f. (1995} reporto
para bacterias , capaces de crecer en un amphio gama de compucstos dc azufre organicos ©
morganicos, veloctdades maximas de oxidacion de tosulfato para las cepas KLI y KS2 de
15579 y 97.32 mg Oy/g proteina min, respectivamente. £stos microorganismos presentaron
una alta aftnudad por nosullato, los valores de Km reportados fucron de 6 3 uM para KLI y
86 uM para K82 Velocidades de oxidacion similares fucron reportadas por Beffa v ool
{1992) en una cepa de Muobaciting teprduran, la veloadad de oxidacion de tiosulfato fue

de 136 8 my Owg proteina nun Por su parte Visser v col (1997) reportaron valores de
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aftnidad para distintas cepas de thiobacilhi Los datos estan en un mtervalo de valores de

Km entre 0 1 mM para TTuobacilus teprdaraus y 1 0 mM para HMuchaciilus neapolianis

80
i 70
Iz 60
|
B w0
L2 40
o
o] 30
E
S 20
10
0

e

o

10

20

y = (M1T*mO)/(m0+m2)

Value Error

m1 68 236 3.2544

m2 15984 | 051644

Chisg | 213.66 NA
R| oo7316 NA
30 40 50 60 70
8203“ {mmol)

Figura 7 Velocidades de oxidacién de tiosulfato por el consorcio sulfooxidante,

y = (m1 "m0y {m0+m2)
Valug Error
ml 18 4571 1 2087
m2] 10815 026373
Chisq] 10 391 NA
R| 098487 NA
4 5] 8 10 12
SBO:!? {mmob

Figura 8 Veloodades de oxidacion de tosuliato por /liobacifin sp
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8.3 Efecto del sulfato sobre la oxidacion del tiosulfato

Con el fin de evaluar e! efecto que tiene el producto final de la oxidacion del tiosulfato
sobre la capacidad sulfooxidante de los micreorgarusmos estuchados, se probaron
concentraciones crecientes de sulfato y se evalud por respirometria la capacidad
sulfooxidante Los resultados se presentan en las figuras 9 y 10.

Como se puede observar las concentraciones arriba de 25 g/l del ron afectan negativamente
la oxidacién del tiosulfato en aproximadamente 40 % de la actividad microbiana. Esto tanto
en fa cepa aistada como el consorcio sulfooxidante

De acuerdo a Ongchant y col. (1991), el sulfato en concentraciones de 20 y 25 ¢/l inhibe la
oxidacion de sulfuro de hidrogeno en /obaciilus demitrificans. Este efecto, afirman, se
presentd como consecuencia de un fuerte estrés 1énico En tanto Yang y Allen (1994)
reportan el efecto negativo en concentraciones arriba de 25 g/l de sulfato, como
consecuencia de un efecto téxico del ion sobre 1os cultivos sulfooxidantes, en un biofiltro
de elimmnacién de sulfuro de hidrogeno.

Desde otra perspectiva, Yamanaka y Fukumen (1995) reportaron un trabajo relasionado a
los aspectos moleculares de sistema de transporte de electrones en  Thiobactlus
ferrooxidans. Después de aislar ¢l ferrocitocromo c552 realizaron ensayos para determinar
el efecto del sulfato sobre la actividad del sistema citocromo ¢ oxidasa-ferrocitlocromo
€352 Encontraron que la onidacién se estimula en presencia del sulfato en concentraciones
de 075 mM (1072 g/1), en tanto ia actrvidad se mhibe en concentraciones superiores a 100
mM del 1on (9 6 ¢/1) Sefialan que la cstimulacion se debié posiblemente al requerimiento
de Thiobaciifus ferrooxidans de sulfato para su crecimiento Sin embargo, no se exphca el

efecto negatrvo del sulfato sobre la actividad de la citocromo-oxidasa

o
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Figura 9. Efecto de concentraciones crecientes de sulfato sobre la oxidacion del tiosulfato

Figura 10.

2500

2000

1500

10 00

velocidad de oxidacion
{mg O2/g prot *min}

000 Lo wmeians e e o
0 5 10 15 20 25 30 35

SO4(N)

Efceto de concentraciones crecientes de sulfato sobre la oxidacion del tosulfato




Conciusiones

CONCLUSIONES

L3

El analisis del gen ribosomal 165 demostré que el microorgamsmo aislado es del
género Threbactllus.

Por sus caracteristicas de crecimiento se trata de un microorganismo, mixétrofo y
quimiolitdtrofo obligade Es decir utiliza umcamente como fuente de energia
compuestos inorgdnicos y como fuente de carbono compuestos orgamicos e
inorganicos.

Al evaluar diferentes fuentes de carbono se observd que tiene mayor capacidad
oxidante utilizando CQO; como Unica fuente de carbono.

En medio sélido, el medio mineral con goma gelan (1%) resultd ser el mas
adecuado para su crecimiento.

El pH optimo para la oxidacion es 6 5 para el consorcio y Thmbacilius sp. La cepa
aislada y el consorcio tienen el mismo comportamento sobre la oxidacion det
tiosulfato a difercntes pH

Thiohacidius sp. presenta una mayor afinidad por el tosulfato que el consorcio y
presenta una velocidad maxima de oxidacién de 18 mg Ou/g proteina min y una Km
dec 1 mM En tanto ¢l consorcio una velocidad méxima de oxidacién de 68 mg Qg
proteina min y una Km de 2 mM

En concentraciones arriba de 25 ¢/l del ion suifato se afecta negativamente la
oxidacién del tiosulfato en aproximadamente 40%, tanto para el consorcio como
para cl Yhiobuacilius sp

Se puede afirmar gue el microerganismo aislado es representativo del consorcio de
origen lo cual permite reahizar diferentes estudios basicos de la oxidacion de
compuestos reducidos de azufre. Como por ¢jemplo ¢l establecimiento de las rutas

brogquimicas de oxidacion.

5
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