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Resumen

Resumen

Dentro de los contaminantes de importancia en el ambito mundial, los que contienen azufre
tienen gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en los ecosistemas
naturales. Su emision al ambiente esta asociada a la Huvia acida, fendmenos de corrosién, mal
olor y dafios a la salud debido a la toxicidad de algunos de estos contaminantes. El azufre y los
compuestos que forma se intercambian en la naturaleza, por reacciones de oxido-reduccion tanto
quimicas como bioldgicas que constituye el ciclo del azufre. Este consta de dos componentes:
una etapa de reduccidn y una etapa de oxidacion.

En el presente trabajo, se estudié la parte oxidativa del ciclo con el fin de establecer las
condiciones que favorecen la oxidacién biolégica de los compuestos reducidos de azufre, asi
como la identificacién de los parametros que favorecen su oxidacién parcial, formando azufre
elemental. Lo cual permitié, de manera general: incrementar el conocimiento de la fisiologia,
metabolismo, formacién de biopelicula y técnicas microbioldgicas de los microorganismos
sulfoxidantes y de la poblacién heterétrofa del consorcio, asi como proponer algunos parametros
para su posible aplicacion en el tratamiento de aire y agua contaminada con sulfuros.

Las condiciones de cultivo que favorecen la oxidacién bioldgica de los compuestos reducidos de
azufre fueron: un intervalo de pH entre 5.5 y 7, temperatura de 30 °C y para la oxidacién
completa a sulfatos una concentraciéon de O, disuelto superior a 0.2 mg/l para el consorcio y
superior a 1.5 mg/l para T. thioparus. Mediante pruebas de respirometria, se observo que el
sulfato en concentraciones superiores a 20 g/l afecta negativamente la oxidacién de CS,, debido
posiblemente al estrés idnico provocado por el ion sobre las células. Sin embargo, en cinéticas de
crecimiento el consorcio puede adaptarse a las concentraciones de sulfatos de hasta 40 g/t de
sulfatos.

Al evaluar el efecto de la fuente de amonio sobre el crecimiento y oxidacion del tiosuifato por el
consorcio, se observé que el NH,Cl tiene un efecto positivo sobre la oxidacion del compuesto.
Sin embargo los experimentos realizados no permiten concluir €l tipo de efecto, ni si es el amonio
per se o bien un producto de su metabolismo. Por otra parte, el extracto de levadura en
concentraciones de 0.5 g/l no presentd un efecto sobre la oxidacién de tiosulfato por el consorcio
a pesar de haber favorecido su crecimiento. En tanto, las concentraciones mayores de 0.5 g/l de
extracto de levadura afectaron negativamente la oxidacién y el consorcio no present6 actividad.
Lo cual permitié suponer que los microorganismos sulfoxidantes pierden actividad litotrofa en
presencia de compuestos organicos, debido a una posible inhibicién del sistema enzimatico como
se ha reportado en bacterias nitrificantes.

El consorcio presentd un comportamiento caracteristico de crecimiento en cultivo continuo. La
Dc se encuentra cercana a 3.4 d'', mientras que en valores de 3 d”' y concentraciones de oxigeno
disuelto superiores a 0.2 mg/l, el cultivo oxidé completamente el tiosulfato a sulfato. En tanto, las
concentraciones de oxigeno disuelto de 0.2 mg/1 favorecieron la acumulacidn de azufre elemental.
De la misma forma, la cepa de T. thioparus presentd un comportamiento caracteristico de
crecimiento en cultivo continuo. La Dc se encuentra cercana a 1.8 d'. A una D de 0.9 d” y
concentraciones de O, disuelto superiores a 1.5 mg/l, el cultivo oxidé completamente el tiosulfato
a sulfato; en tanto que a concentraciones de 1.5 mg/] se afectd negativamente el crecimiento.

Al comparar los rendimientos del crecimiento de ambos cultivos se observaron rendimientos
(Y,,) para una D=0.4 d* de: 7.5 y 2.58 /MOl Para el cultivo puro y el consorcio,
respectivamente. Sin embargo, la eficiencia oxidativa fue 5 veces mayor para el consorcio (250 vs

56 gsulfalo/gpmleina d)




Abstract

Abstract

The emission of sulfur compounds to the ambient is associated with the rain acid, corrosion
phenomena, bad odour and toxicity risk. These compounds are exchanged in the nature, by redox
reactions so chemical as biological, which constitutes the sulfur cycle. The cycle consists of two stages:
a reductive and an oxidative stage.

In the present work, was studied the oxidative stage of the cycle in order to establish the conditions that
favored the biological oxidation of the reduced sulfur compounds. As well as the identification of the
parameters that permit the partial oxidation of these compounds, forming eclemental sulfur. The
investigation permitted: to increase the knowledge of the physiology, metabolism and microbiological
techniques of the sulfoxidizing bacteria. As well as to propose some parameters for its possible
application at full scale in the treatment of gases and water contaminated with sulfur compounds.

The culture conditions that favored the biological oxidation of the reduced sulfur compounds were: pH
range between 5.5 and 7, temperature of 30 °C. For the oxidation to sulfates a dissolved oxygen
concentration higher to 0.2 mg/1 for the consortium and higher to 1.5 mg/l for Thiobacillus thioparus.
Through respirometric tests, was observed that the sulfate in concentrations higher to 20 g/l affects
negatively the biological oxidation of carbon disulfide, possibly to the ionic stress provoked by the ion.
However in growth kinetics, the consortium can be adapted to the sulfate concentrations up to 40 g/l of
sulfates, which permits to consortium maintain its sulfoxidizing activity.

Upon evaluating the effect of the ammonium source on the growth and tiosulfate oxidation for the
consortium, was observed that the ammonium chloride has a positive effect on the oxidation. However
the accomplished experiments do not permit defined the effect neither if it is due to ammonium per se
or well a product of its metabolism. On the other hand, the yeast extract in concentrations of 0.5 g/l did
not present an effect on the biological tiosulfate oxidation for the consortium in spite of have favored
its growth. However, the greater concentrations of 0.5 g/l of yeast extract affected negatively the
oxidation and the consortium did not present sulfoxidizing activity. The results permitted to suppose
that the microorganisms are mixotrophyc and that in organic compounds presence grow better, though
the enzymatic activity is inhibited as has been reported with nitrifying microorganisms.

The sulfoxidizing consortium presented a characteristic growth behavior in chemostate. The critical
dilution rate is found nearby a D of 3.4 d”', while in values of D=3 d"' and dissolved oxygen
concentrations higher 0.2 mg/l, the cultivation oxidized thoroughly the tiosulfate to sulfates. While the
dissolved oxygen concentrations of 0.2 mg/l was observed elemental sulfur accumulation. In the same
form, Thiobacillus thioparus presented a characteristic growth behavior in chemostate. The critical
dilution rate is found nearby a D of 1.8 d”'. In values of D=0.9 d”' and dissolved oxygen concentrations
higher to 1.5 mg/l, the cultivation oxidized thoroughly the tiosulfate to sulfate. While the oxygen
concentrations of 1.5 mg/l the growth was affected negatively.

Upon comparing the yields of the growth of both cultures, were observed yields (Y,s) for a D=0.4 d!
of: 7.5 and 2.5 gpiomass’/MOliiosuirare for the pure culture and the consortium, respectively. However, the
oxidative efficiency was 5 greater times for the consortium (250 Vs 56 Ssuate produced/Sprotein d)- Finally,
according to the growth characteristics observed for the consortium, is possible to indicate that the
oxidation pathway more important (representative) of the culture is the tiosulfate oxidation
multienzymatic system (TOMES). In so for Thiobacillus thioparus is the mechanism of the rhodanasa,
which is comparable to data reported in the literature for these kinds of thiobacilli.
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Introduccion

1. Introduccion

El interés de la contaminacion ambiental es relativamente reciente si consideramos que €s a
partir de los afios 70 cuando cobra importancia como fendmeno social'. Se afirma también que
es "reciente” pues aunque el término existe desde hace 30 afios, las acciones para su prevencion
y control han sido escasas y limitadas, siendo en los ultimos afios cuando se le ha dado mayor
importancia a las medidas de control de contaminantes, lo cual es palpable en las grandes
ciudades, como €l D.F., en los dias de contingencia ambiental. Las causas del constante
deterioro del ambiente es complejo y su estudio, para su entendimiento, se realiza por los
tedricos de las ciencias sociales. En una revisién de las teorias antropoldgicas relacionada al
estudio de la interaccién del hombre con la naturaleza, Bennet (Bernstein, 1981) delinea tres
aspectos basicos de esta relacién que es implicita del deterioro ambiental: (a) la tendencia a
buscar siempre una mayor cantidad de energia para satisfacer las necesidades humanas; (b) el
incremento del tamafio de la sociedad y sus sistemas de comunicacion; y (c) la creciente
incorporacion de la naturaleza dentro de los sistemas humanos de cultura.

La investigacidn cientifica para el control y prevencién de la contaminacion, de acuerdo a varios
reportes (Hill, 1997a; Monticello y Finnerty, 1985), coincide en lo sefialado por Bennet, en que
la produccion y uso de energia son la mayor fuente de contaminacién de los ecosistemas. Esto
como consecuencia del empleo, en dispositivos inadecuados, de los combustibles fosiles y sus
derivados. De acuerdo a Hill (1997a) en Estados Unidos aproximadamente el 85 % de la energia
utilizada proviene de estos combustibles.

Entre las fuentes de contaminantes se pueden distinguir: a) los naturales como la proveniente de
volcanes, incendios forestales; y b) los no naturales divididos en dos tipos: los méviles como los
vehiculos automotores y los fijos como el proveniente de industrias, oficinas y hogares entre
otros. En la ciudad de México, por ejemplo, se reportd que en el aito de 1992 (SGEEyPA, 1992)
funcionaban diariamente 3 millones de vehiculos automotores, operaban mas de 30 mil
empresas industriales y 12 mil establecimientos de servicios que, sumado a las actividades
domésticas y areas ecolégicamente degradadas, dieron como resultado Ia emisién de 4 millones
300 mil toneladas de contaminantes emitidos a la atmdsfera.

'En nuestro pais la legislacion ambiental inicié en 1971 con la promulgacién de la Ley Federal para Prevenir y
Controlar la Contaminacion. A esta ley le han seguido dos mas, a saber: La Ley Federal de Proteccion del
Ambiente en 1982 y reformada en 1984; y la Ley General de Equilibrio Ecolégico y la Proteccién del Ambiente en
1988, vigente hasta la fecha. Esta tltima se encuentra integrada por 194 disposiciones permanentes y seis titulos
cuyo contenido es: las disposiciones generales, las dreas naturales protegidas, el aprovechamiento racional de los
elementos naturales, la proteccién del ambiente, la participacién social, y las medidas de control de seguridad vy
sanciones.
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Introduccion

Cabe sefialar que en las grandes ciudades, las fuentes no naturales rebasan significativamente a
las provenientes de fuentes naturales. Al respecto se reporta que en el caso del bidxido de azufre
se emiten anualmente en la ciudad de México, en forma global, aproximadamente 205 725
toneladas, de las cuales menos del 0.5% proviene de fuentes naturales (SGEEyPA, 1992).
Dentro de los contaminantes de importancia en el ambito mundial, los compuestos azufrados
tienen gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en la naturaleza. Su
emisién al ambiente est4 asociada a: la lluvia acida, fenémenos de corrosion, mal olor y dafios a
la salud debido a la toxicidad de algunos de estos compuestos (Manion, 1992; McEldowney y
col. 1993). Janssen (1996) afirma que la emisién global de azufre a la atmésfera es de alrededor
de 200 millones de toneladas por afio.

En la actualidad el enfoque para resolver los problemas de contaminacién se ha modificado y
los procesos fisicoquimicos en uso, con altos consumos de energia y generacién de
contaminantes secundarios, empiezan a tener un complemento y alternativa en los procesos
biotecnologicos, particularmente en concentraciones de contaminantes, donde los procesos
fisicoquimicos son ineficientes. Estos procesos han cobrado cada vez mayor interés y la
investigacion desarrollada ha sido aplicada a procesos industriales con resultados exitosos. Por
ejemplo, en el pais se desarrollé y patent6 un proceso bioldgico para eliminar 4cido sulfhidrico
y bisulfuro de carbono provenientes de una industria de fabricacion de rayén y celofan con una
capacidad para tratar hasta 700 m3/min de aire contaminado (Torres y col., 1993).

La investigacién de la eliminacién biolégica de compuestos reducidos de azufre se puede
integrar en tres etapas: (a) la investigacion basica; (b) el trabajo de ingenieria y el desarrollo de
equipo a nivel laboratorio y planta piloto; y (c) la aplicacién a gran escala. La dinamica de
trabajo del laboratorio, para el tratamiento de emisiones gaseosas de la UAM-I, donde fue
realizado el proyecto de investigacion, permite una interaccion en los tres niveles mencionados.
E! propésito ha sido: (a) incrementar el conocimiento de la fisiologia y metabolismo
microbiano, formacién de biopelicula y técnicas microbioldgicas de los microorganismos
sulfoxidantes; (b) el disefio de equipo que permita la oxidacién parcial de los compuestos
reducidos de azufre de interés; y (c) su aplicacién a nivel industrial, e.g. en la industria del
petroleo para el tratamiento de "aguas amargas".

Dentro de este marco de referencia la finalidad del trabajo que a continuacién se presenta fue: a)
estudiar las condiciones ambientales que favorecen la oxidacidn de los compuestos reducidos de
azufre en cultivos en lote y en cultivos en continuo; y b) estudiar las condiciones ambientales
que favorecen la acumulacién de azufre elemental a partir de la oxidacidn parcial de tiosulfato,

mediante un proceso bioldgico que utiliza microorganismos sulfoxidantes. Estos
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microorganismos, principalmente del género Thiobacillus, presentan la caracteristica de oxidar
compuestos reducidos de azufre, como acido sulfhidrico, bisulfuro de carbono, dimetil sulfuro,
azufre, tiosulfato y sulfito entre otros, para obtener energia. El producto final de la oxidacion es
sulfato pero bajo ciertas condiciones de cultivo la oxidacién puede ser parcial, permitiendo la
acumulacion de azufre elemental, lo cual constituye una ventaja tanto econémica y de reduccion
de contaminantes secundarios (sulfato). Este tema de investigacion se inscribe en los proyectos
de investigacion tanto de interés mundial como nacional y ubica al grupo de trabajo como punto

de referencia en América Latina.
I.1 Los contaminantes del medio ambiente

La EPA (Environmental Protection Agency) define un contaminante como cualquier sustancia
(s6lida, liquida o gaseosa) introducida en el ambiente que afecta adversamente un recurso
natural (Hill, 1997b). El mismo organismo sefiala que en Estados Unidos se invierten
anualmente (1997) 140 billones de délares para el control y la eliminacién de contaminantes.
Pronostican que dicha cantidad se incrementard a 160 billones de délares por afio, 2.8 % del
producto interno bruto, para el 2000. Estos datos son interesantes ya que sefialan la importancia
que en el proximo milenio tendra la investigacion en el area de contaminacion, e.g. prevencion,
regeneracion, eliminacién y por otro lado, su impacto en términos econdémicos. En nuestro pais,
si bien no existen datos al respecto, basta sefialar que al drea de investigacion se destina el 0.3 %
del PIB.

Una clasificacion de contaminantes, en inorganicos y orgéanicos, se da en Tabla 1.1. Si bien se
han establecido diferentes formas de clasificaci6n, cualquiera de ellas es adecuada y sirve como
marco de referencia para el estudio de la problemitica ambiental y normatividad sobre
generacion de contaminantes. Por otro lado, el hecho de que en cada pais se promulgue una
legislacién ambiental de acuerdo a su criterio hace que las definiciones ¢ intervalos de emisién
de contaminantes no sean univocas. Aunque muchas veces se tomen los criterios
internacionales, a falta de investigacién en los paises menos desarrollados, como punto de
referencia para la creacion de una legislacién lo mas apropiada posible.

1.2 Los contaminantes del aire

Los contaminantes atmosféricos de interés en nuestro pais, para evaluar la calidad de aire estan
divididos en (Quadri, S., 1992, SGEEyPA, 1992):
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Tabla 1.1 Grupos de contaminantes

Grupos Organicos o inorganicos

Orgéanicos

PCBs, hidrocarburos, pesticidas

Inorgénicos

Sales, nitrato, metales Las sales y el nitrato son inorganicos, pero los
metales pueden existir como contaminantes
organometalicos (e.g. metilmercurio, pirita en

el carbdn)

Acidos

Sulfiirico, sulfhidrico, nitrico Los ejemplos mencionados son 4cidos
inorgénicos. Los acidos organicos se producen
en pequefias cantidades

Particulas

Suelos, cenizas Tanto los suelos como las cenizas tienen una

composicion variable de componentes
organicos € inorganicos

Radioldgicos

Radon, radio, uranio Los ejemplos son elementos inorganicos
Biolégicos
Microorganismos patégenos Los organismos vivos son basicamente

orginicos, pero contienen componentes
inorganicos que se presentan en los procesos
de mineralizacion

Fuente. Hill, 1997b.

a) Contaminantes primarios que son las sustancias emitidas en forma directa por la combustion
y otros procesos industriales, asi como por la erosién, los incendios y otros fendmenos
naturales, entre estos se encuentran:

s Particulas suspendidas totales

¢ Plomo

* Monoéxido de Carbono

* Oxidos de azufre

* Hidrocarburos

14
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b) Contaminantes secundarios que son las sustancias que se producen en la atmésfera como
resultado de reacciones fotoquimicas entre contaminantes primarios, principalmente entre los
oxidos de nitrégeno y los hidrocarburos, entre estos se encuentran:

+ El ozono, otros oxidantes fotoquimicos.

De acuerdo a la SEDUE (1980-90), los niveles maximos permitidos de los contaminantes se

muestran en la Tabla (1.2).

Tabla 1.2. Criterios de evaluacion de la calidad del aire

Contaminante Criterio (norma)
Monéxido de Carbono 13ppmen8h
Bi6xido de azufre 0.13ppmen24h
Biéxido de nitrégeno 021 ppmenlh
Ozono O.l1lppmenlh

Particulas menoresa 10 m* 150 pg/m3en24 h

Plomo * 1.5 pg/m3 (promedio de 3
meses)

SEDUE, 1989-90,
* Criterio internacional

1.3 Quimica del azufre

La quimica del azufre es sumamente compleja. Su estudio permite entender la diversidad de
compuestos y sus propiedades quimicas, que se detectan en las reacciones tanto quimicas como
enzimaticas del ciclo del azufre. Podria afirmarse que su complejidad se presenta debido a los
diferentes estados de oxidacién del azufre (Tabla 1.3), asi como por su caracteristica de formar
cadenas poliméricas (Tabla 1.4).

1.3.1 Los estados de oxidacién del azufre

Los principales estados de oxidacién del azufre son -2, 0, +4 y +6, lo que permite encontrar

15




Introduccion

muchas especies importantes de azufre como los que se muestran en la Tabla 1.3, las cuales se

describen a continuacion:.

Tabla 1.3 Estados de oxidacién Tabla 1.4 Compuestos poliméricos
del azufre del azufre
Estado de Ejemplo  Formula Compuesto Foérmula
oxidacién
+6 sulfato S04 Polisulfanos H-Sp-H
+5 ditionato  S20¢%" Polisulfuros Sn?"
+4 sulfito SO3% Polisulfanos R-Sn-R
organicos
+4 disulfito  S205% Politionatos “038-Sn-S0O3°
+3 ditionito  S204% Azufre Ss°
polimérico

+2 tiosulfato  S203%
0 azufre S

2 sulfuro S2-

Azufre elemental. El azufre es el segundo elemento del grupo VI de la tabla periddica, que
contiene en secuencia oxigeno, azufre, selenio, telurio y polonio. Se encuentra naturalmente
como una mezcla de cuatro isGtopos 328, S, S y 368, La abundancia natural es 95.1%, 0.74%,
4.2% y 0.016%, respectivamente

El azufre es un sélido amarillo, que forma cristales ortorrombicos (azufre rémbico). Es muy
poco soluble en agua (5 pg/l de Sg a 25 °C) pero muy soluble en bisulfuro de carbono,
tetracloruro de carbono y disolventes no polares analogos, disoluciones a partir de las cuales se
pueden obtener cristales de azufre perfectamente formados. El azufre ortorrémbico se funde a
112.8 °C, formando un liquido color pajizo. Este liquido cristaliza formando cristales de azufre
8. Las moléculas de ambas formas cristalinas, asi como las del liquido son moléculas Sg, que
tienen la configuracién de un anillo en zigzag. La formacion de esta molécula grande es

resultado de la covalencia de los elementos del grupo sexto de la tabla periddica, con la
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formacidn de dos enlaces covalentes sencillos, en lugar de un doble enlace. Las moléculas
diatémicas S, se forman calentando el vapor de azufre, sin embargo estas moléculas son menos
estables que las moléculas grandes que contienen enlaces sencillos. Este comportamiento se
debe a que en general, los doble y triples enlaces estables los forman facilmente los elementos
ligeros como el carbono, nitrégeno y oxigeno, pero no los elementos mas pesados. El bisulfuro
de carbono de estructura electréonica S=C=S y otros compuestos que contienen un doble enlace
carbono-azufre son las principales excepciones de esta regla (Huxtable y Lafranconi, 1987;
Pauling, 1964).

La capacidad del azufre para formar cadenas es la mayor diferencia con el oxigeno, para el cual
el ozono, O3, es el mayor polimero formado.

Sulfuro de hidrégeno. El sulfuro de hidrégeno, H»S, es analogo al agua, sin embargo es mucho
mas volatil (punto de fusién de -85.6 °C y punto de ebullicion de -60.7 °C debido a su menor
tendencia de formar puentes de hidrégeno. El HyS es la forma mas reducida de azufre y es
toxico, inflamable y es también altamente soluble en agua (aproximadamente 0.1M a 25 °C) con
un pK; alrededor de 7 y un pK; de 13.

El sulfuro de hidrégeno se prepara tratando el sulfuro de hierro 11, con &cido sulfuirico:

FeS + H»SO4 —» H3S + FeSOy4
Esta reaccion sirve para producir al mismo tiempo el sulfato de hierro II hidratado utilizado en
la elaboracion de tintas azules (Choppin y col., 1977).
.Las sales de éste acido son los sulfuros, muchos de los cuales se encuentran en la naturaleza y
constituyen minerales importantes como la galena, PbS; blenda de cinc, ZnS; cinabrio, HgS y

calcocita, CuS.

Polisulfuros. Una de las propiedades que definen la quimica del azufre es su estructura
ortorrdmbica. Los compuestos nucleéfilos rompen esta estructura de acuerdo a su caracter de
mayor o menor nucleofilicidad. De acuerdo a Davis (1968), ésta caracteristica esta parcialmente
relacionada a las constantes de disociacion y los acidos débiles son las mas fuertes nucledfilos.
Asi por ejemplo, el cianuro, un nucle6filo menos fuerte que el sulfuro, puede reaccionar con el
azufre elemental disuelto en petrdleo convirtiendo todos los dtomos de azufre a tiocianato.
Asimismo, el azufre (Sg) se disuelve en una disolucion de sulfuro (HS-) formando una mezcla
de polisulfuros (Sp2") como se muestra en la Tabla 1.4 (Steudel, 1998). Tienen un color amarillo
intenso y sus propiedades cambian en funcidn del pH como se indica en la misma Tabla 1.5. Se

pueden definir los polisulfuros como aniones de azufre de diferente longitud que tienden a
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tienden a oxidarse facilmente en el ambiente, lo que les confiere su caracter inestable.

Tabla 1.5 Formacién y propiedades de los polisulfuros

Sg + SH- »  HS-SSSSSSSS- » H* + So2-

S¢2- + SH- — HS4 + S¢2- —» H* + S42-
S42- + S§g2—> 28§52~ —» S32- +§72-

pH alcalino: aniones pequefios
pH cercano a 7: aniones grandes

pH<6 formacién de H3S y Sg

Fuente: Steudel, 1998

Bioxido de azufre. El biéxido de azufre es un gas no flamable, es altamente soluble en agua
(alrededor de 1.5 M a 25 °C) y forma &cido sulfuroso, H2S0O3, el cual libera protones para dar el
jon hidrosulfito o bisulfito, HSO3", y después el ion sulfito, SO32-, con un pK; de 2 y un pK> de
7 respectivamente. El estado mas oxidado del azufre con una valencia de +6 es el triéxido de
azufre formado del didxido de azufre y oxigeno en presencia de un catalizador. Su forma
hidratada es el é&cido sulfirico el cual disocia protones para formar el ion hidrosulfato o
bisulfato, HSO4", con un pK de 2, al ion suifato, SO42- (Suzuki, 1999).

Tiosulfato. El tiosuifato tiene dos dtomos de azufre no equivalentes. Este ion es un ion sulfato,
S042-, en el que uno de los atomos de oxigeno ha sido desplazado por un azufre. El tomo de

azufre central tiene un nimero de oxidacion de +6 y el atomo de azufre unido, el nimero de
oxidacion de -2. El ion tiosulfato se obtiene haciendo hervir una solucidn de sulfito de sodio con

azufre:
S032- +Sg —» $,032-

El 4cido tiosulfiirico H2S303 es inestable y cuando se trata el ion tiosulfato con un acido, se
forman azufre y diéxido de azufre. Este 4cido es un ejemplo de una clase general de acidos,
lfamados tio4cidos o sulfoacidos, en los que uno o mas 4tomos de oxigeno de un oxacido estan

remplazados por atomos de azufre (Suzuki, 1999; Dhawale, 1993).
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Politionatos. El ion tiosulfato se oxida facilmente con diferentes compuestos para formar
diferentes moléculas denominadas politionatos ('O3S-Sn-SO3') como Sse muestra a

continuacion:

2 N235$;03 + 3S0; — P 2NayS304 + 1/8 S8 tritionato
2 NapSy03 + Ih ——p 2 NapS40¢ + 2Nal tetrationato
2 NasS703 + SCly — % 2 NayS50g + 2NaCl pentationato

La principal caracteristica de estas moléculas es ia presencia de grupos sulfanos (~O3S-Sn) de
cadenas poliméricas de azufre de valencia cero (Steudel, 1998).
En estas moléculas, por ejemplo el tetrationato pierde un azufre sulfano con cianuro para formar

tiocianato, liberando tiosulfato del grupo sulfonato y sulfato del otro azufre de acuerdo a:
“03$-8-8-S03~ + CN- —— S$-S032- + SCN- + H3S04

El tiosulfato puede ser cianolizado a tiocianato y sulfito solamente en la presencia de iones de
Cu*2 como catalizador. El tiosulfato es un nucle6filo mas débil que el sulfito y cerca de un pH
de 7 el sulfito corta la cadena de pentationato a tetrationato, perc abajo de un pH de 7 el
tiosuifato incrementa la cadena de tritionato a tetrationato y a pentationato. Los mecanismos
pueden involucrar icidos polisuifano monosulfénico (HSn-SO3H):

Cu?t

$-S032- + CN- —— S-5032- + SCN- + H3S04
~035-5-5-SO3” + §S032" —— “035-8-S-8-SO3~ + SO32- pentationato
“035-8-S-03" + S5032- —— -035-5-803"S + SSO32- tritionato
El tetrationato tiene cuatro atomos de azufre y sus propiedades sugieren que los dos atomos de
azufre de enmedio tienen valencia cero y los dos externos son +4 (sulfito) y +6 (tridxido de
azufre) respectivamente (Suzuki, 1999; Steudel, 1998, Pauling, 1964).

1.4 El ciclo de azufre y su relacién con la contaminacion de compuestos de azufre

El azufre se encuentra en la naturaleza en diferentes estados de oxidacién, por lo tanto formando
diferentes compuestos que se intercambian por procesos quimicos o biolégicos de oxidacién-
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reduccidn, constituyendo un ciclo denominado ciclo biogeoquimico del azufre (Takasuwa,
1992; Robertson y Kuenen, 1991). Una utilidad del término esta relacionada con la medicién de
la cantidad de azufre, en todas sus formas tanto de fuentes naturales como antropogénicas, que
se encuentra en la naturaleza (Mackenzie, 1995).

Debido a la variedad de estados de oxidacién del azufre, sus transformaciones son complejas.
En la Figura 1.1 se presenta un esquema que muestra las transformaciones biolégicas que
corresponden al ciclo biolégico del azufre. En este ciclo, aunque son posibles varios estados de
oxidacién, tres de ellos tienen, por su estabilidad, una mayor importancia en la naturaleza: -2
(sulfhidrilo R-SH y sulfuro HS-), 0 (azufre elemental, S°) y +6 (sulfato).

Asimilacién orgénicos azufrados mineralizacion

reduccién de
sulfato

Desasimilacién reduccién de sulfato
Sulfato |
Oxidacion biolbgica con Oy 0 NO3

Oxidaccin biolégica y espantanea

C Compuestos Proceso de

Sulfuro

Oxidacidn
bioldgica

Reduccitn
de azufre

Azufre 3 e
Desasimilacion

Figura L.1. Ciclo bioldgico del azufre

Asimismo, en el ciclo se pueden distinguir dos etapas de acuerdo al tipo de reacciones de oxido-
reduccién que intervienen en el mismo:

1. una etapa reductiva

il. una etapa oxidativa

i. Etapa reductiva. En los procesos biologicos se encuentran dos formas bioquimicas de
reduccién de los compuestos de azufre inorganicos: la reduccién asimilativa y la reduccidn

desasimilativa. La primera la presentan tanto eucariotes como procariotes y en ésta, el sulfato es
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reducido a sulfuro (H»S) para la biosintesis de compuestos que contienen azufre necesarios para
el crecimiento celular. La reduccién desasimilativa la presentan principalmente los procariotes y
en ella el sulfato es reducido a sulfuro por microorganismos sulfato reductores en condiciones
andxicas, donde el sulfato es utilizado como aceptor Gltimo de electrones. Esta reduccion esta
acoplada con la oxidacion de varios acidos grasos volatiles, lactato y piruvato que generan ATP

y poder reductor necesarios para el crecimiento celular.

ii. Etapa oxidativa. La segunda etapa del ciclo la constituyen las reacciones de oxidacién de los
compuestos reducidos de azufre. De igual manera, esta etapa puede dividirse en dos: las
reacciones de oxidacién en condiciones anaerobias efectuados por microorganismos fotétrofos
(Cork y col. 1983) y facultativos (Sublette, 1987) y la oxidacion aerobia por microorganismos
del género Thiobacillus (Alcantara y col. 1999; Kelly, 1990, 1982; Buisman y col, 1989).

1.4.1 Importancia del ciclo de azufre

La importancia del ciclo del azufre se inscribe con relacién a los siguientes aspectos:

1) Los seres vivos
2) La industria (econémico)
3) La contaminacion ambiental.

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

Por su parte, la industria quimica tiene una gran demanda de azufre elemental para producir
acido sulfurico el cual es un importante producto para la sintesis de muchos compuestos
orgénicos € inorganicos. Steudel (1996) sefiala que durante los tltimos cinco afios la produccién
mundial de acido sulfiirico fue de entre 133 y 152 millones de toneladas por afio.

El azufre elemental excede la produccion anual de 34 millones de toneladas. Los dos procesos
basicos de obtencion de este elemento es el proceso Claus, que convierte H»S de refinerias y de
plantas endulzadoras de gas en azufre elementalde y el proceso Frasch que se utiliza para extraer
el azufre de los depositos naturales (Steudel, 1996).

Como se sefialo en el apartado 1.1, el deterioro ambiental debido a las emisiones antropogénicas

de compuestos que contienen azufre orgénico e inorganico provoca lluvia 4cida, toxicidad,
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corrosién y mal olor (McEldowney y col. 1993; Manion, 1992).
1.4.2 Contaminacion con compuestos de azufre

Entre Jos compuestos de azufre de mayor importancia que se emiten a la atmosfera se
encuentran el SO3, el $203%, el H3S, el CS; y los compuestos organicos volatiles de azufre. La

forma como se emiten y otras caracteristicas de estos compuestos se explican a continuacion.

1.4.2.1 Oxidos de azufre

El didxido de azufre (SO;) y el triéxido de azufre (SO3) junto con sus acidos correspondientes y
sus sales en macroparticulas son contaminantes frecuentes en las atmdsferas urbanas
industriales. Estos compuestos, contribuyen a incrementar los problemas de particulas
respirables y de visibilidad por medio de la formacién de sulfato y la aglomeracién con otros
gases y particulas con los que interactuan. Asimismo, actian como precursores en la formacion
de la Iluvia acida a través de reacciones quimicas en la atmésfera (Mackenzie 1995; Bettheiheim
y Billinge, 1983, Bailey y col., 1978).

De los 6xidos de azufre, el SO, es la emisidn industrial de mayor importancia del grupo de
compuestos contaminantes que contienen azufre y se ha estimado que cerca del 90% de la
emision total de SO, hecha por el hombre, proviene de la utilizacién de combustibles fésiles
(Janssen, 1996). Por ejemplo, se ha estimado que las industrias que generan electricidad
quemando carbon o derivados del petréleo son responsables de mas del 50% del total de la
emision de SO;. Esta emision varia considerablemente de acuerdo con la naturaleza y origen del
combustible, ya que su contenido de azufre generalmente varia de 0.1 a mas del 5%. Asi, una
termoeléctrica de carbén para generar 100 MW requiere alrededor de 9000 toneladas por dia de
combustible y en caso de que este contenga 2% de azufre se generaran 360 toneladas diarias de
SO;. Este compuesto no es inflamable y es perceptible en concentraciones menores a 0.1 ppm.
Por encima de 0.3 ppm se puede detectar por el sabor y a niveles de 1 ppm produce una
sensacion fuerte de malestar en la nariz. También se emiten cantidades considerables de estos
compuestos en los procesos de transformacién de plomo y zinc, produccién de 4cido sulfurico,
asi como en algunos procesos de refinacién del petréleo. Por otra parte el acido sulfhidrico
(H3S) emitido por algunos procesos de degradacion bioldgica y procesos industriales se oxida
en el aire produciendo SO; (Perero, 1996, Warner, 1980; Bailey y col., 1978).
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1.4.2.2 Acido sulfhidrico (H2S)

El H,S se emite al ambiente por un gran nimero de industrias como la petroquimica, tanerias,
produccién de viscosa y celofan, como resultado del tratamiento anaerobio de aguas residuales
que contienen sulfato, de la extraccidn de gas natural y es un intermediario de la oxidacién
biolégica de CS; (Groenestijn y col., 1998; Revah y col., 1995; Torres y col., 1993; Buisman y
col, 1989; Sublette y col., 1987). Sus propiedades corrosivas estan relacionadas con el dafio a
paredes de concreto de los reactores, sistemas de drenaje, y tuberias de acero; su emision al
ambiente ademas de su toxicidad genera olores desagradable y lluvia acida. Su caracteristico
olor a huevo-podrido es perceptible en aire fresco en diluciones de 1 ppm de aire. En la Tabla
1.6 se muestran los niveles de toxicidad del icido sulfhidrico y sus efectos sobre la salud. Es de

destacar las bajas concentraciones en que el compuesto es toéxico.

Tabla 1.6 Niveles de toxicidad del H2S y su efecto en la salud

Concentracion de Efecto
H2S
1 ppm Mal olor (olor 2 huevo podrido).
10 ppm Maéxima exposicién permitida en reas de trabajo por 8h.
20 ppm Se requiere de equipo de proteccion.
100 ppm Puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido

del olfato de 2 - 15 min.

200 ppm Rapida pérdida del sentido del olfato, ardor de ojos y
traquea.
500 ppm Pérdida de equilibrio y de razonamiento, insuficiencia

respiratoria en 200 min.

700 ppm Inconciencia inmediata, sin un tratamiento adecuado paro
respiratorio y muerte.

Janssen A, (1996).

Por ejemplo, en el caso del gas natural, este debe contener niveles aceptables de sustancias

toxicas antes de su distribucion y venta. Se ha establecido que este producto destinado al
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mercado de combustibles debe contener no mas de 0.18 M de H3S bajo condiciones estandar de
101.3 kPa y 0 °C. De acuerdo a Sublette (1987) ¢l problema mas comin de esta industria es la
eliminacién y manejo del H»S, por los problemas de corrosion debido al contacto con hierro y
acero en tanques, tuberias, valvulas y bombas. Para resolver este problema, este autor propone
la utilizacién de un sistema biolégico de oxidacion con Thiobacillus denitrificans (Sublette,

1987).
1.4.2.3 Tiosulfato

El tiosulfato (S3032-) es un anién metaestable que tiende a su descomposicién quimica en
soluciones acuosas. Las soluciones diluidas del compuesto, 0.01 M o menores, se descomponen
mas rapidamente que la soluciones concentradas, 0.1 M o mayores. Junto con otros compuestos
de azufre el tiosulfato es altamente "agresivo" por los problemas de corrosién asociados al
mismo. El tiosulfato se utiliza en la industria de la fotografia, en la industria del papel y en la
industria farmacéutica. Por lo tanto se encuentra como contaminante en las aguas de desecho de
estas industrias. La industria del petréleo, de acuerdo a Khana y col. (1996), también emite

como contaminante a este compuesto. Es claro que por si mismo el tiosulfato no es un factor de
deterioro ambiental sin embargo, sus productos de la oxidacién biolégica o quimica (S042-), o
bien su reduccién bioldgica en condiciones anaerobias (H2S) tienen fuerte impacto ambiental

(Suzuky, 1999; Dhawale, 1993).

1.4.2.4 Compuestos organicos volatiles de azufre.

Ademés de las formas inorganicas de azufre, existe un amplio conjunto de compuestos
orgénicos de azufre que son sintetizados por los seres vivos, y que también desempefian un
papel en el ciclo biogeoquimico del azufre. El compuesto organico de azufre mas abundante en
la naturaleza es el dimetil sulfuro (H3C-S-CH3), el cual se origina principalmente en ambientes
marinos como producto de la degradacién de propionato de dimetil sulfonato, que es uno de los
principales osmoreguladores de las algas marinas. La produccién de este compuesto es muy
abundante y se producen més de 45 millones de toneladas anuales. El dimetil sulfuro que se
difunde en la atmoésfera experimenta una oxidacion fotoquimica que produce acido
metanosulfénico (CH3SO037), SO, y S$SO42-. Existen muchos otros compuestos de azufre
orgénicos entre los que se pueden sefialar: el metanotiol (CH3SH), el dimetildisulfuro (CH3-S-
S-CH3) y el bisulfuro de carbono (Madigan y col., 1999).
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La descomposicion de los aminoacidos que contienen azufre, metionina y cisteina, de la materia
organica en descomposicion produce los compuestos organicos de azufre volatiles. Estos
compuestos tienen particular relevancia por su mal olor en los procesos anaerobios de
tratamiento de desechos de la bio-industria (Smet y Van Lagenhobe, 1998). Entre los
compuestos que se han identificado se encuentran el metanotiol (descomposicion de cebada), el
dimetil sulfuro (descomposicion de vegetales), demetilpolisulfuros (Me;Sx, putrefaccion) y el
bisulfuro de carbono (CS», hortalizas con compuestos de azufre, aromaticas).

Por otro lado, el bisulfuro de carbono también es un compuesto azufrado de importancia
industrial. Este compuesto se utiliza en la fabricacion de viscosa (precursor de rayén y esponjas)
y celofan asi como en la produccién de fertilizantes. Se ha reportado que en la industria de
viscosa y celofan se emiten a la atmosfera concentraciones del compuesto de hasta 4000 ppm
(Estrada, 1998).

1.5 Procesos bioldgicos de eliminacién de compuestos azufrados

Para el tratamiento de emisiones de compuestos de azufre al ambiente se utilizan diferentes
procesos tanto fisicoquimicos como bioldgicos. En el caso del HS el proceso comercial mas
utilizado para eliminar este acido del gas natural y otras corrientes de aire contaminado con el
compuesto es el proceso con aminas (Jensen y Webb, 1995; Sublette, 1987). En este proceso,
después de contactar el gas con la solucién, el solvente de amina es calentado entre 90 y 150 °C
para liberar el H;S. Después el solvente se regenera con el fin de reutilizarlo. El sulfuro de
hidrégeno es después incinerado o convertido en azufre elemental por el proceso Claus o
Stretford (Nagl, 1997).

En general los procesos fisicoquimicos requieren de altos flujos de energia. Sin embargo, no es
este elemento el tinico factor que se considera para su aplicacién o sustitucidn por un proceso
biolégico. Entre los factores que se pueden considerar pueden citarse: el costo, la concentracién
de contaminante y la factibilidad bioldgica.

Si se cuenta con los organismos vivos que puedan oxidar los compuestos de azufre de interés,
entonces queda a consideracion el costo de su aplicacidn. En este sentido, se ha observado que
en bajas concentraciones de contaminantes Jos procesos bioldgicos presentan ventaja econdémica
y de eficiencia de eliminacion (Groenestijn y Hesselink, 1993). Un ejemplo lo reporta Buisman
(1998) donde se compara los costos del tratamiento de SOx con tres técnicas, 2 fisicoquimicas y
una tecnologia biolégica denominada Thiopaq, la cual utiliza microorganismos del género

Thiobacillus en el proceso. El "biotratamiento” presenta ventajas econdmicas hasta las
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concentraciones de 3500 ppm sobre los tratamientos fisicoquimicos.

Los proceso biologicos de tratamiento de efluentes con compuestos de azufre tienen una
aplicacion diversificada. Se han utilizado en el tratamiento de corrientes acuosas contaminadas
con sulfuros, sulfatos y tiosulfato. También de corrientes de aire contaminadas con sulfuro,
bisulfuro y compuestos organicos volatiles de azufre (VOCS).

En el caso del tratamiento de gases contaminados (incluido el "biogas" proveniente del
tratamiento de aguas contaminadas con sulfato, sulfuro, bisulfuro y VOCS los sistemas que se
han utilizado son principalmente biofiltros y biolavadores de lecho escurrido (BLE) (Tabla 1.7).
Una revisién de estas técnicas, sus limites de operaciéon y su aplicacion, fue hecha por
Groenestijn y Hesselink (1993). Asimismo, Torres (1999), revisé los conceptos basicos de
funcionamiento y operacidén de estos sistemas, especialmente de los biolavadores de lecho
escurrido para el tratamiento de CS; y H3S en corrientes gaseosas.

Por otro lado, en corrientes acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se han
implementan diversos tipos de reactores completamente agitados (Buisman, 1987, Janssen,
1995) y de lecho fluidizado (Gommers y col. 1988a); asi como otros disefios de reactor para

optimizar la recuperacién de azufre elemental (Janssen, 1997).
1.6 Bacterias sulfoxidantes
1.6.1 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 y col., 1999; Robertson y Kuenen, 1991). Los compuestos mas comunes
que se utilizan son el sulfuro de hidrégeno, el azufre elemental y el tiosulfato. En condiciones
adecuadas de crecimiento el producto final de la oxidacién es el sulfato, sin embargo en el caso
del sulfuro y del tiosulfato, bajo ciertas condiciones de cultivo, es posible observar azufre
elemental como producto de la oxidacidn parcial de estos compuestos. El adjetivo "incoloras" se
utiliza debido a la falta de fotopigmentos en estas bacterias, aunque en cultivos con suficiente
crecimiento celular se observa un color rosa o café debido a su alto contenido de citocromos.

Existe una gran diversidad de bacterias sulfoxidantes con muy diferentes propiedades
morfologicas, fisioldgicas y ecoldgicas y de igual manera diversos requerimientos ambientales
para su crecimiento. En la Tabla 1.8 se enlistan algunos géneros de estos microorganismos, la

fuente de energia que utilizan, asi como el intervalo de pH en el cual crecen.
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Tabla 1.7 Capacidad de eliminacion de las técnicas biolégicas de tratamiento de aire

contaminado con compuestos de azufre

Reactor Material de  Microorganismos CE Fuente
empaque (kg/m? d)
H,S
BF  turba Thiobacillus 2.25 Cho y col., 1992
thioparus DW 44
BF  composta Thiobacillus sp? 3.12 Yang y Allen, 1994
BLE PVC Thiobacillus sp 7.2 Revah y col,, 1994
(consorcio)
BLE polipropileno Thiobacillus sp 1.70 Berzaczy y col., 1988
BF  lodo activado Thiobacillus sp 3.0 Degorce-Dumas y col., 1997
CS,
BLE PVC Thiobacillus — sp 43 Revah y col., 1994
(consorcio)
BLE polipropileno Thiobacillus 1.70 Berzaczy y col., 1988

polietileno  thiooxidans

Me,S
BLE polipropileno !hiobacillus 0.23 Tanji y col., 1989
thioparus Tk-m
BF  turba Thiobacillus 0.10 Choy col. 1992
thioparus DW 44
BF  turba c’gpho’"’f"’b"“’" 0.33 Pol y col., 1994
BF  composta i—ld)ghomicrobium 0.68 Smet y col., 1996

CE: capacidad de eliminacién; Me3S: dimetil sulfuro; BF: Biofiltro; BLE: Biolavador de lecho escurrido
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Tabla 1.8 Bacterias quimiolitétrofas oxidantes de azufre, fuente de energia y pH de

crecimiento,

Género y Especie

Donador de electrones litotréfico

pH para crecimiento

Crecimiento deficiente en medios organicos

Thiobacillus thioparus
Thiobacillus denitrificans
Thiobacillus neapolitanus
Thiobacillus thiooxidans

Thiobacillus ferrooxidans

Crecimiento en medios organicos

Thiobacillus novellus
Thiobacillus intermedius
Litétrofos filamentosos
Beggiatoa

Thiothrix

Otros géneros
Thiomicrospira
Thiosphera

Thermothix

Thiovolum

Acidianus

Sulfolobus

H;3S, S°, 8,032
H,S, S°, S,032-
H,S, S°, 5,052~
So

So, H,S, Fe2™,

sulfuros metalicos

$S,032-
$7032-

H3S, $7032"
H»S

H,S, S2032-

H3S, $2032-, Hj
H38, S$2032-, S0O,3-
H,S, S°

)

H,S, Se

6-8
6-8
6-8
2-5
1.5-4

6-8
3-7

6-8
6-8

6-8

6.5-7.5
6-8
1-5
1-4

Madigan y col. (1999)

La mayor parte de los conocimientos fisiolégicos de estos microorganismos proviene del

estudio de un nimero limitado de géneros. Los thiobacilli, son los més estudiados debido a que

pueden cultivarse facilmente en el laboratorio. Su estudio ha permitido entender de manera mas
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detallada y precisa las rutas bioquimicas de la oxidacién de los compuestos reducidos de azufre.
Los thiobacilli son microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, Gram-negativas con
forma de bacilos pequefios que miden 0.3 pm de ancho por 1-3 um de largo, méviles por un
flagelo polar sencillo, no son formadoras de esporas y crecen entre los 25-35 °C. La energia
necesaria para lievar a cabo sus funciones se deriva de la oxidacion de uno o mas compuestos
reducidos de azufre incluyendo sulfuro, tiosulfato, azufre elemental, sulfito, tiocianato y
politionatos. Algunas especies son capaces de vivir en ambientes altamente 4cidos, pueden
utilizar el fierro como una fuente de energia y algunas son capaces de llevar a cabo la
desnitrificacion y utilizar al nitrato como ultimo aceptor de electrones.

Los estudios de crecimiento en medios sintéticos ha permitido identificar diversas fuentes de
carbono que son utilizadas por estos microorganismos. Esto permitio establecer dos clases de
microorganismos de acuerdo a su capacidad de crecimiento en fuentes organicas de carbono.
Estas son:

1. Quimiolitétrofos obligados.

Son bacterias altamente especializadas, que requieren una fuente inorganica como fuente de
energia y obtienen su carbono a partir de fijar CO; por el ciclo de Calvin. Utilizan para ello el
flujo inverso de electrones para la generacion de poder reductor (NADPH).

2. Quimiolitétrofos facultativos.

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una fuente inorganica de energia y CO, o
bien heterotroficamente con compuestos organicos que proveen de carbono mientras los
compuestos inorganicos proveen de electrones para la generacidén de energia (mixotrofia).
Aunque también se ha observado que pueden utilizar simultineamente dos o mas vias
metabdlicas para la utilizacion de la energia y del carbono, perdiendo en algunos casos la
capacidad quimiolitotrofa (Prosser, 1989).

1.6.2 Energia de oxidacién de compuestos reducidos de azufre

Una considerable variedad de microorganismos conservan energia de las oxidaciones
quimilitotréficas (Tabla 1.8). Los mejor estudiados son las especies de thiobacilli, pero existe
informacion sobre el crecimiento de Thiomicrospira, Sulfolobus, Beggiota, algunos fotdtrofos
oxidantes de tiosulfato incluyendo a Thiocapsa y Chromatium y algunos heterdtrofos oxidantes
de hidrégeno incluyendo a Paracoccus denitrificans, los cuales pueden crecer autotr6ficamente
en la oscuridad cuando se utilizan como sustrato los compuestos reducidos de azufre. Esto

indica una unidad bioquimica respiratoria basica, en la cual se presenta una gran diversidad de
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sistemas enzimaticos oxidantes de azufre por medio de las cuales estas bacterias son capaces de

generar electrones y obtener energia de crecimiento. Las oxidaciones mejor estudiadas son

(Kelly, 1990):

H,S + 20; — H,S04 AG®'= -733 kJ/mol
$2032- + 207 + H0 —% 28042 + 2H* AG®'= -739 kl/mol
84062 + 31207 + 3H0 ——p 48042 + 6H*  AG®'=-1245 kl/mol
Sg + 120 + 8H,0 — 8H,S04 AG®’= -389 kJ/mol
HSO3™ + 1120, =™ SO42- + H* AG®'=-217 k¥/mol

Algunos thiobacilli y hyphomicrobia metilotrofas capaces de derivar energia quimiolittrofa de
la oxidacién de azufre inorganico, son también capaces de oxidar el azufre de sulfuros
metilados. Asimismo en condiciones anaerobias, algunos thiobacilli y Thiomicrospira
denitrificans pueden acoplar la oxidacion de azufre inorganico por la completa o parcial

reduccidn de nitrato a nitrégeno molecular (Robertson y Kuenen, 1991):

587,032 + 8NO3- + Hy0 ——p 10S042- + 4N+ 2H* AG®’= -750 kJ/mol

1.6.3 Estructura celular de los thiobacilli

La estructura de la envoltura celular de las bacterias gram-negativas, el caso de los thiobacilli,
estad mas diferenciada que la de las gram-positivas ya que cuentan con una membrana extra
alrededor de la capa de peptidoglicanos. Una diferenciacién de sistemas de membrana similar se
observa en células animales las cuales contienen, en adicién a la membrana citoplasmica, una
membrana lisosomal, una membrana mitocondrial, reticulo endoplasmico y una membrana
nuclear. La funcién de la membrana externa es, en parte, muy similar a aquella de la membrana
lisosomal de eucariotes. Los lisosomas de los eucariotes son organelos rodeados por una
membrana simple y es llamada "bolsa suicida" ya que contiene enzimas hidroliticas, fosfatasas,
glicosidasas, nucleasas, proteasas y lipasas, capaces de hidrolizar toda clase de componentes que
entran en la célula. Estas enzimas son usadas para digerir toda materia extrafa que entra en la
célula, tales como bacterias (Alberts y col, 1994). Las bacterias también necesitan esta clase de

enzimas hidroliticas para utilizar los nutrimentos necesarios para su crecimiento. Sin embargo,
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ya que las bacterias no contienen lisosomas, estas enzimas se deben mantener separadas de los
otros componentes celulares para prevenir su propia digestion. Las bacterias gram-positivas
simplemente excretan estas enzimas fuera de la célula, mientras las bacterias gram-negativas
elaboran dentro de la célula estas enzimas en el espacio situado entre la membrana externa y la
membrana citoplasmica. Este espacio es llamado el espacio periplasmico y tiene un papel vital
en el crecimiento celular y puede representar entre el 20 y 40 % de la masa celular (Ferguson,
1991).

La funcién de la membrana externa son confinar las enzimas periplasmicas y las estructuras
proteinicas del periplasma (proteinas de transporte, de fosforilacién oxidativa, etc.). Al mismo
tiempo, la membrana externa provee canales especificos y no especificos para aquellos
nutrimentos y iones requeridos para el crecimiento, los cuales son transportados por difusion
pasiva ya que todos los sistemas de transporte activo de nutrimentos estan localizados en la
membrana citoplasmica. Por otro lado, la membrana externa también sirve como una barrera
selectiva del exterior de la célula lo que permite a las bacterias gram-negativas tener una mayor
resistencia que las gram-positivas a ciertas enzimas, quimicos y antibiéticos (Inouye, 1982).

Los principales componentes de la membrana extema son lipopolisacaridos, y se encuentran
exclusivamente en esta membrana, que ademas de prevenir la entrada de ciertos compuestos

desempefian un papel importante en la interaccion con el ambiente de la célula (Figura 1.2),
1.6.4 El periplasma: sitio de oxidaciones quimiolitotroficas

Como se menciong, los thiobacilli son bacterias gram negativas que poseen una region
denominada periplasma como parte de su envoltura celular. El periplasma esta situado entre Ia
membrana citoplasmica y la membrana externa de la célula, mide aproximadamente 65 A, y
puede representar 20 % del volumen celular. El periplasma se presenta como una fase gel que
contiene peptidoglicanos y es ahi donde se localizan numerosas proteinas del transporte de
electrones. La mayoria de los citocromos ¢ se encuentran en el periplasma (Figura 1.2). Los
otros citocromos (b, a, aa3 y otras oxidasas) asi como otros acarreadores de electrones y
protones y las enzimas como la ATPasa estan localizadas en la membrana citoplasmica. La
reduccién de oxigeno y la sintesis de ATP toma lugar sobre la superficie interna de la membrana
citoplasmica en funcion del movimiento de electrones y protones a través de la membrana
(Kelly, 1990, Hooper y DiSpirito, 1985; Volkmar, B. 1978).

Muchos de los sistemas enzimaticos para la oxidacién de sustratos Inorganicos por
quimiolitétrofos estan localizados en el lado periplasmico de la membrana citoplasmica. Esto se
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ha propuesto como un principio general en bacterias que generan gradientes de protones de la
oxidacién de sustratos simples, incluyendo compuestos de un atomo de carbono (CO). El
sistema multienzimatico de la oxidacion de tiosulfato de Thiobacillus versutus (Paracoccus

versutus) se ha localizado completamente en el periplasma (Kelly, 1997)
1.6.5 Sistema de transporte de electrones en Thiobacillus

Los thiobacilli quimiolitotroficos (obligados o facultativos) contienen todos los componentes
del transporte de electrones necesarios para enlazar el NAD(P) al oxigeno (o compuestos
oxidados de nitrégeno, como en el caso de Thiobacillus A2 y Thiobacillus denitrificans), ya que
su metabolismo enddgeno basico es similar al de cualquier otra bacteria. En el sistema de
transporte de electrones de los thiobacilli se ha encontrado que las oxidaciones del azufre no
reducen directamente el NAD" y que la reduccién del NAD" requiere de un flujo de electrones
dependiente de energia, desde los citocromos hasta el NAD.

Hasta ahora, se ha observado que los electrones de las oxidaciones de azufre entran a la cadena

respiratoria a nivel de citocromo c en los thiobacilli aerobios, pero en Thiobacillus denitrificans

entran a nivel de la flavina o del citocromo b. Estos datos sefialan que posiblemente por cada par
de clectrones transportados, existen dos sitios para el acoplamiento de la sintesis de ATP en

Thiobacillus denitrificans y solamente uno para los thiobacilli aerobios. Esto sugiere que el

crecimiento es mayor para el primero que para los segundos de hecho, Thiobacillus denitrificans

tiene mayores rendimientos de crecimiento, tanto aerobia como anaerobicamente, que

cualquiera de los thiobacilli aerobios estudiados hasta la fecha (Kelly, 1982).

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

denitrificans se pueden resaltar los siguientes puntos de acuerdo a Kelly (1982):

a) Observaciones con inhibidores del transporte de electrones y mediciones directas de la
reduccién de citocromos indican que la reduccién 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 citocromo css4, mientras que la oxidacién de sulfuro (hacia el poliazufre unido a
membrana) esta enlazado al citocromo ¢ via citocromo css;, de nitrito reductasa; no ha sido
establecido un mecanismo para el transporte de electrones durante la oxidacién de poliazufre
a sulfito.

b} La nitrito reductasa puede transferir alternativamente electrones al oxigeno.

¢) Se ha propuesto que la ATP sulfurilasa, mas que la ADP sulfurilasa, es la enzima termina) de

la ruta.
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1.7 Rutas Bioquimicas de la Oxidacién de Compuestos Reducidos de Azufre

La complejidad y el nimero de reacciones involucradas en las transformaciones quimicas y
bioldgicas de los compuestos de azufre hace complejo el estudio de las reacciones bioquimicas
llevadas a cabo por los microorganismos para la oxidacion biolégica de estos compuestos
(Tabla 1.9). Kelly y col. (1997) sostienen que posiblemente existen 2 procesos basicos de
oxidacién de compuestos reducidos de azufre (azufre, sulfuro y tiosuifato). Estos son los

siguientes:

1. Un mecanismo que involucra la formacién de politionatos, presente en todos los
thiobacilli que son quimiolitotréficos obligados y otros thiobacilli *verdaderos’ como
Thiobacillus acidophilus.

ii. Un mecanismo que no involucra la formacién de politionatos observado en
Paraccoccus spp. 'Thiobacillus versutus’ y posiblemente Thiobacillus novellus y
Thiobacillus tepidarius. Es probable que la ruta encontrada en Paracoccus prevalezca
en los heterétrofos facultativos (mixotréficos) tales como Paracoccus sp. , el cual es

capaz de crecer autotréficamente sobre tiosulfato.

A continuacién se presentan las rutas bioquimicas de la oxidacién de sulfuro (H3S), CS;, S°,
S,0,3 2 y SO32- por thiobacilli (Figura 1.3), que son uno de los sistemas mas estudiados y donde
algunas enzimas de la oxidacion se han caracterizado parcialmente. (Suzuki, 1999; Kelly, 1997,
1990, 1982; Kuenen y col., 1993; Takakuwa, 1992; Kuenen y Robertson, 1991; Hooper y
DiSpirito, 1985).

1.7.1 Sulfuro
Sobre la base de la formacién del producto final, las diferentes vias reportadas para la oxidacion

de sulfuros se pueden dividir en 2 tipos de reaccion:

a. azufre elemental como producto: S2° ——p s’
b. sulfato como producto: $2- ——# S042-

El primer tipo de reaccion se presenta en algunas especies de Thiobacillus y en bacterias
fotosinteticas. La posibilidad que la oxidacion de H,S en los thiobacilli, se presente

extracitopldsmicamente, lo ha sugerido Hooper y DiSpirito (1985), dado que se observa Ia
precipitacidn de azufre elemental en el medio de crecimiento. Takakuwa (1992) reporta que la
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Tabla L9 Enzimas involucradas y mecanismos de oxidacion de los compuestos

reducidos de azufre por especies microbianas.

Sustrato Especie Sitio de la Tipo de Ubicacion de  Mecanismo de
oxidacion enzima la enzima reaccion
Sulfure
Thiobacillus  Superficie Sulfuro oxidasa  Periplasma HS- + 120, —» &
. celular
P §° + 0, — SO,
Thiobacillus  Superficie Sirohemo sulfito  Periplasma HS™ + 3H,0 — SO, +
denitrificans celufar reductasa 6H*
Thiobacillus  Superficie Sulfuro oxidasa  Enzimaunidaa HS™ +3H,0 — SO;¥ +
denitrificans  celular membrana 6H*
RT
Chlorobium Periplasma? Flavocitocromo  Enzima unidada HS-+CO, — S°+
limicola c553 membrana biomasa
Azufre
Thiobacillus ~ Superficie Oxigenasas Extracitoplasmic  S° + O, + H,0 — SO,
sp, celular (contacto  (glutationcomo  a + 2H*
::le;::illus directo) cofactor) 18 Sq + 3120, =
Thiobacillus H,80,
thiooxidans
Thiobacillus  Superficie Sistema Unido a 1/8 84 + 3/20, —
Jerrooxidans,  celular (contacto multienzimatico membrana? H,80,
di
Thiobacillus irecto)
thiooxidans
Thiosulfato
Thiobacillus  Citoplasma Rodanasa Citoplasmica $;0;% -
thioparus unida a R o
membrana? 2807 +§
Paracoccus Periplasma TOMES Periplasma, $,0," - 280, + 4H*
versutus unida a + 5H,0
membrana
Thiobacillus  Periplasma, Sistema Periplasma, formacion de
tepidarius citoplasma multienzimatico  unidas a politionatos
membrana
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Tabla 1.9 (continuacién)Enzimas involucradas y mecanismos de oxidacion de los
compuestos de azufre reducidos por especies microbianas.

Sulfito

Bisulfuro de
carbono

Dimetil
sulfuro

Metano-thiol

Thiobacillus
thioparus
Thiobacillus
denitrificans
Thiobacillus
novellus

Thiobacillus
versutus

Thiobacillus
thioparus
TKS
Paracoccus
denitrificans
Paracoccus
versutus

Hhypomicrobi
um
Thiobacillus
thioparus Tk-
m

Paracoccus
denitrificans
Paracoccus
versutus

Hhypomicrobi
um
Thiobacillus
thioparus Tk-
m

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Aps reductasa
Adp sulfurilasa
Aps reductasa
Adp sulfurilasa
Sulfito
citocromo ¢
oxidoreductasa
Sulfito
citocromo ¢
oxidoreductasa

oxigenasa

monooxigenasa

Metil transferasa

Oxidasas

Unidad a
membrana?
Unidad a
membrana?

Periplasma

Periplasma

unida a
membrana?

?

?

SO, + AMP - ADP +
S0,

SO + AMP -~ ADP -
S0,

SO, + Hy0 —~ SO
+2H*

SO,2 + Hy0 — SO
+ 20"

CS7 + H;O + NADH +
H+ — COS + (8) + H0
+NAD

(COS + H,0 ~ CO, +
H2S) quimica

2H,S + O, = 28°+ H,0
258°+2H,0 +3 0,

— 2H,504

CH,SCH,; + 0, +
NADH + H* -~ CH,SH
+HCHO + H,0 -
NAD*

Enzima
CH;SCH; —
CH;S + XCH,

CH;SCH; + 0, + H,0 --
— HCHO + H,S +
H,0,
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34,0 6H"
s LZ» SO,

. |+ .
oxidasa 2H oxidoreductasa

SO 2>

0 Citocromo ¢
azufre
oxigenasa * enzimatica }

$0,> — X s 2037 _ .
Tiosulfato §H.O
citocromo ¢ 5H.
oxidoreductasa

10 H*

Periplasma

Sulfito H,0 Sulﬁlo
Sulfuro l reductasa citocromo ¢

. 4HS %9«

(‘ itocromo b

AMP _j APS !
i
2e reductasa :
APS |
Pi APD :
—1T* SO,> 47 sulfurilasa !
ADP |
- -’S 20 32- :
]
]
A Rodanasa ',
.//
SO ,*
e
Membrana Citoplasma

Figura L3. Arreglo de las enzimas involucradas en la oxidacion de compuestos de azufre

reducidos. El esquema esta compuesto de las reacciones catalizadas por diferentes especies de

thiobacilli. (Hooper y DiSpiritu, 1985).

sulfuro oxidasa en estos microorganismos se localiza en la fracciéon de membrana. Por otro lado,

se ha confirmado que las condiciones ambientales son determinantes para la oxidacion parcial

de sulfuro en azufre elemental por la oxidacién bioldgica aerobia del sulfuro (Janssen, 1997).

Se ha observado que los flavocitocromos ¢ de la bacterias fotosintéticas Chlorobium limicola f.
thiosulfatophilum Chromatium vinosum (css3), Chlorobium limicola 6330 (css3), y Chromatium

vinosum (Css2) llevan a cabo una reaccidn tipo (a) de oxidacién de azufre (Kusai y Yamanaka,

1973a, 1973b). La sulfuro-citocromo c reductasas de Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum

se han purificado y caracterizado bioquimicamente. Estas consisten de una subunidad hemo de

un peso molecular de 11 000 D y una subunidad flavin de peso molecular de 47 000 D que
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contiene una mol de FAD (Kusai y Yamanaka, 1973a).
El sulfuro también es oxidado de forma directa a sulfito que a su vez se oxida a sulfato (reaccion

tipo b):

$ + 3H,0 — 4 SO3% + 6H" + 6e”

La enzima involucrada, sulfito reductasa, fue purificada en Thiobacillus denitrificans (Schedel y
Truper, 1979). Es una enzima insoluble y su sitio de localizacién en la célula es incierto. Sin
embargo, debido a que la reaccion libera 6 protones del agua, se ha propuesto que la enzima se
encuentra en el periplasma (Hooper y DiSpirito, 1985).

1.7.2 Azufre
En los thiobacilli el azufre elemental se oxida a sulfato por via del sulfito:

1/88g + 320, + HHO —» H,S80,
Los primeros estudios al respecto sugerian que el tiosulfato o los politionatos eran los productos
finales o intermediarios de la oxidacién, sin embargo actualmente se conoce que estos
compuestos son el resultado de las reacciones quimicas entre el azufre y un intermediario como
el sulfito. Para la oxidacién del azufre es necesario el contacto directo entre las células y las
particulas sdlidas de azufre. Estudio de microscopia electronica han revelado que las células de
Thiobacillus thiooxidans se adhieren a la superficie de los granulos de azufre presentes en el
medio antes de ser oxidados (Takakuwa y col., 1979). El mecanismo de adhesién involucra a
grupos thioles de la envoltura celular. Los agentes que inhiben dicha adhesién (como el
bisulfuro de carbono) provocan la pérdida o la disminucion de la oxidacién del azufre. El
proceso es dependiente de energia y exhibe dependencia del pH del medio de cultivo
(Baldensperger y col., 1974). El sistema enzimdtico responsable de la oxidacion del azufre se ha
clasificado de acuerdo a su localizacién intracelular, su requerimiento de cofactores y

sensibilidad al oxigeno en:

i. Enzimas solubles tipo oxigenasa (azufre oxidasa) reportada en Thiobacillus thioparus,
Thiobacillus novellus y Thiobacillus thiooxidans.

i1. Sistema multienzimatico de membrana, reportado en Thiobacillus ferrooxidans

En el primero, las enzimas oxidantes de azufre que se han purificado parcialmente en
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Thiobacillus thiooxidans, T. thioparus yT. novellus, son oxigenasas que contienen fierro. En
forma soluble requieren glutation reducido para su actividad. La localizacién de la azufre
oxigenasa no se ha determinado, sin embargo si se encuentra en la region extracitoplasmica
puede eliminarse la necesidad de transportar un sustrato insoluble (S°) hacia la célula
(Takakuwa, 1992).

En el sistema multienzimatico se ha identificado tres fracciones necesarias para la oxidacion:
una fraccién de membrana, una fraccién soluble y un cofactor piridin nucleotido (Corbett y col.,
1987).

1.7.3 Tiosulfato

Las enzimas periplasmicas involucradas especificamente en la oxidacion de tiosulfato por
Paracoccus versutus (enzima A, enzima B, citocromo Css;, Citocromo Css;, CitOCromo Cssys ¥
oxidoreductasa sulfito:citocromo c¢) también han sido llamadas sistema muitienzimatico
oxidante de tiosulfato o TOMES (por sus siglas en inglés, Figura 1.4 El TOMES permite a
Paracoccus versutus crecer autotréficamente con compuestos como el tiosulfato o sulfito como
unica fuente de energia. Este sistema ha sido caracterizado bioquimicamente lo que ha
permitido aclarar el sistema de oxidacion de tiosulfato (Kelly, 1997).

1.7.3.1 Sistema multienzimatico de oxidacién del tiosulfato (TOMES) de
Thiobacillus (Paracoccus) versutus

Este sistema ha sido descrito con detalle y se ha purificado casi hasta la homogeneidad (Kelly,
1997, Takakuwa, 1992). Esta compuesto por una enzima que se une al tiosulfato (Proteina A, 16
kDa) la cual se une a una mol de enzima por una mol de tiosulfato, e interactua con una segunda
enzima (Proteina B; 61 kDa) y citocromos css; (260 kDa) que contiene de cuatro a cinco grupos
hemo y cs5; (56 kDa; que contiene unos tres grupos hemo) para llevar a cabo la produccién
estequiomeétrica de sulfato a partir de tiosulfato. Se requiere de los cuatro

componentes del sistema para la oxidacién del tiosulfato, y cada uno de los componentes
comprende del 1 al 2% del total de la proteina de la célula. Los dos componentes multihemo
tipo c, son esenciales para el sistema y, aparentemente, funcionan como acarreadores obligados
de electrones en el TOMES para transferir los electrones de la oxidacién de tiosulfato a los

citocromos nativos convencionales tipo ¢ (de los cuiles Paracoccus versutus contiene tres: dos
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~5-503- 5H20
T Sulfito:citocromo ¢
U ENZIMA A Oxidoreductasa
(Mr 16,000) Mr 44)000
D Se une al tiosulfato
en una relacion citocromo
molar 1:1 Citocromo ¢351 oxidasa V' 8H* + 20,
D [A-30-8-8- Mr 260,000, agregado de
seis polipéptidos, Mr 43,000 (aay) \ 4H,0
M 4-5 grupos hemo y 6-7
ENZIMA B Fe por mol; A
[ (Mr 60,573) Dos centros redox 8o~
2 Producto del gene soxB [Em?=-115 y 240 mv)
Cluster dimérico Mn(II)
L] {Mo?) .
—_ citocromo
€552
|\
] Citocromo ¢ 552.5
25042 Mr 56,000; subunidades Mr 29,000)
—  10H+ 3 Hemos + Fe por mol
4 Hemos distintos
| | Al menos dos centros redox
(Analisis EPR)
ﬂ (Em7 = 215 y +220mV)
Membrana
externa M"“bn‘f'
citoplismica
] 11111 1. T R — >

Figura 1.4.- Mecanismo propuesto de oxidacion de tiosulfato (TOMES) de
Paracoccus versutus.(Kelly y col. 1997)
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solubles y uno unido a membrana) ¢ al citocromo ¢ de corazén de caballo (el citocromo de
caballo actiia como aceptor de electrones en el sistema de ensayo). El proceso total, catalizado
por el TOMES, se lleva a cabo de una manera integrada, sin que se hayan identificado
intermediarios libres. No se ha detectado actividad individual en ninguno de los cuatro
componentes al ser incubados, cada uno por separado, con tiosulfato (solamente se ha observado
la unién del sustrato con la enzima A sin que aparentemente haya transformacion). Se cree que
los complejos proteina-proteina se forman cuando los cuatro componentes actian
coordinadamente para llevar a cabo la catalisis de la oxidacion del tiosulfato. La falta de
cualquiera de los componentes da como resultado la pérdida total de actividad o bien, una
oxidacion extremadamente lenta. La actividad especifica en términos de la proteina total de los
cuatro componentes utilizados, depende del volumen de reaccién. En volimenes pequefios se
han observado valores altos de actividad especifica, lo que nuevamente es consistente con la
formacién de complejos proteina-proteina dependientes de la concentracion.

La enzima B contiene un “cluster” inusual de manganeso (dimérico, acoplado a un spin), el
cual se cree que es un componente clave del centro de reaccion de la enzima. Una hipétesis, atin
por confirmarse, sugiere que el centro Mn estd involucrado en la unidn de las moléculas de agua
requeridas como donadoras de oxigeno para la conversion del sulfano-azufre (y el grupo SOs)
del tiosulfato al sulfato. También podria estar involucrado un cofactor de molibdeno en el
funcionamiento de la enzima B, ya que espectrofotométricamente se han detectado pequeiias
cantidades de Mo y, ademas, la proteina exhibe espectros de fluorescencia similares a los de las
oxidasas que contienen molibdopterinas. Se ha observado que ciertas mutantes de Thiosphaera
(ahora Paracoccus) pantotropha, una especie relacionada, tienen dafiada su capacidad de
oxidacion de tiosulfato (asi como de formato y xantina). Estas mutantes son ineficaces en la
sintesis del cofactor de molibdeno requerido para la oxidacion de estos sustratos. Se han
identificado los genes que codifican para la oxidacion de azufre en Paracoccus denitrificans y la
enzima B de Paracoccus versutus es idéntica al producto del gene soxB de Paracoccus
denitrificans. Esto ha permitido una mejor comprension de las estructuras de la proteina, la cual
se piensa que €s un monoémero con un peso molecular de 61 kDa (Wodara y col., 1994),

1.7.3.2 Mecanismo de accion del TOMES de Paracoccus versutus
Actualmente se proponen dos mecanismos de accion del TOMES , el cual es comun en

Paracoccus denitrificans, Paracoccus versutus, Paracoccus pantotropha y algunos otros

oxidadores facultativos del tiosulfato.
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En el modelo 1, el paso inicial es el rompimiento hidrolitico de la unién S-S para liberar el
sulfato y una forma unida de [S]. En el modelo 2, el ion S-S completo se une a la enzima B y el
grupo sulfano posiblemente es oxidado hasta [SO;]Z' antes de! rompimiento del enlace S-S. Los

dos modelos se presentan a continuacién (Keily, 1997, Takakuwa, 1992).
Los compuestos en los corchetes representan posibles intermediarios unidos a proteinas.

Modelo 1, Ay B:

(S - SO;1 = (8] + [SOs1”

Esto puede ocurrir con o sin la produccién del ion sulfito (unido a la enzima) como un

intermediario
EnlA:
@) ~S- S0y = [SO;}” + [S]
(i) [SOs]” + H,0 = SO + 2H + 2¢
01B
'S -SOy + H,0 = SO, > + 2H" + 2¢ + [S]
Modelo 2
(i) S -SO; + H,0 = [0S -SO,]” + 2H" + 2¢°
(i) [0S -SO5}” + H;0 = [0,S - SO;}% + 2H" + 2¢”
(iii) [0,S —SO51 + H,0 = [03S - SO; 17 + 2H" + 2¢
Entonces puede ocurrir:
(iva) [0;S — SO;]* + 2H,0 = 2S0,% + 4H" + 2¢°
o
(ivb) [0:S — SO3F + H;0 = [SO;% + SO,% + 2H" + 2¢

y [SOsJ* + H,0 = SO + 2H" + 2¢
En el modelo 2, el rompimiento del enlace S-S, para liberar el grupo SO; original del tiosulfato

como sulfato, puede ocurrir en cualquier paso intermedio, mas que ser acarreado lo mas posible
2- . . .
hasta el estado [O3S — SO;]”. Al medir mediante pruebas de tiempos cortos en el sistema
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completo, la reduccion inicial del citocromo ¢ de corazén de caballo, se observé en tiempos de |
y 2 segundos una explosiva reduccion del citocromo seguida por un incremento lineal lento de
la absorbancia a 550 nm. Esta reduccion inicial rapida corresponde entre 10 y 20 % del total de
la reduccion del citocromo c registrada y puede dar una clave del mecanismo inicial de ataque.
La observacién es semejante al ejemplo clasico de la hidrolisis del acetato p-nitrofenil
catalizado por la quiniotripsina, donde la formacién del primer producto es sumamente rapida,
seguida por la lenta formacién de un segundo producto. Asi la oxidacién del tiosulfato y la
concomitante reduccién del citocromo ¢ de corazén de caballo (y por tanto la liberacion de
electrones) puede ocurrir en dos pasos, uno lento precedido por uno rapido: en el estado
estacionario del ensayo, solo la velocidad de reaccion del paso lento puede ser medida. Esto
puede aplicarse al mecanismo de accién del modelo uno, en el cual, la rapida unién inicial del
tiosulfato (enzimas A y B), el rompimiento del enlace S-S y la produccion de sulfato a partir de
la oxidacién del sulfonato va acompaiiado por una explosiva reduccion del citocromo c:

"S20;" + [E] + H20 + 2 citocromos ¢ [Fe’+] =
(E - S] + SO4% + 2H+ + 2 citocromos ¢ [Fe2+]

(donde {E] = TOMES) y este paso inicial puede ser seguido por un lento paso de reduccion de

citocromo:

[ES] + 4H,0 + 6 citocromos ¢ [Fe’*] =
[E] + SO,” + 8H" + 6 citocromos ¢ [Fe*']

Los trabajos de Wood y Kelly (1987); Kelly y Wood (1994) indican que la unién de tiosulfato a
la enzima A, probablemente sea a través del grupo sulfonato [A-3;0S-S]: consecuentemente, la

transferencia de S- a la enzima B puede resultar en una liberacién temprana del grupo sulfonato
como sulfato (por una variante del modelo 1):

[A-O0:S-ST+B+H,0 A+S0,”+[B-S] +2H"
[A-O;S_S]+B = A +[0;S-S-B]+H,0»
SO, 7 +[B-S] +2H" 2¢

En general, la posible secuencia de oxidacién, (para el modelo 1), puede ser la siguiente:
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[Enzima A"} + [03;S-S7 = [A-0;S-S]
[A-O58-S°] + [Enzima B_S}+ H,0 =
B S S + [EnzimaA'] +SO,”+ 2H" +2¢
B S S+ H0 « B_S_SO +2H" 2e
B S SO +H,0 « B_S_SO; + 2H" + 2¢
B_S SO, +H;0 < B_S_SO; + 2H" + 2¢
B_S SOy + Hy0 « [B_S] +S0," + 2H’

1.7.3.3 El papel central del azufre y la conversion del sulfano azufre a sulfato

Los antiguos esquemas de la ruta de los politionatos y la mayoria de los estudios bioquimicos
relacionados, no han podido explicar la oxidacién del azufre a nivel de oxidacion [S] (el estado
de oxidacidn cero, como en el atomo central suifano de los politionatos: ‘03;S-S -Sn-SO:-, y en
el azufre mismo a sulfito o sulfato. La unica enzima caracterizada de varias fuentes es la azufre
oxidasa de varios thiobacilli y Sulfolobus, la cual cataliza la oxidacion directa del azufre para

producir sulfito.

Sg + 80, + 8H,0 -» 8HSO, +8H"

El significado fisiolégico de esta enzima en la oxidacion del azufre es incierta, ya que no puede
soportar la sintesis de ATP o la generacién de equivalentes reductores para la biosintesis y
puede verse como un "deshecho” de energia libre potencialmente disponible para la oxidacién
del azufre del nivel O al nivel 4 de oxidacién. También es obvio que no tiene significancia en
bacterias como Thiobacillus denitrificans, el cual puede oxidar anaerobicamente compuestos de
azufre inorgéanico a expensas de la reduccidn de nitrato o de otros compuestos de nitrégeno
aceptores oxidados (por ejemplo N,O). El TOMES de Paracoccus versutus no contiene a la
azufre oxidasa, ya que la enzima B del sistema parece llevar acabo la conversién sulfano azufre
(o tiosulfato o sulfuro) a sulfito/sulfato por medio de una secuencia de pasos de hidratacion y
deshidrogenacién en la superficie de la enzima

[S]+4H,0 = SO,? + 8H + 6e-

De manera similar Beffa y col. (1991, 92,93) han publicado argumentos consistentes basandose
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en gran medida en la actividad oxidadora del azufre y el efecto de inhibidores, sobre el papel del
azufre elemental como un intermediario comiin en la oxidacidén de compuestos de azufre en
varias cepas de thiobacilli y Paracoccus. Estos autores también proporcionan evidencia de que
la oxidacién de este “azufre” intermediario no es catalizado por una oxigenasa, sino por las
reacciones oxidativas de la transferencia de electrones en la cadena respiratoria, posiblemente a
diferentes niveles redox, dependiendo del organismo involucrado (por ejemplo en
quinona/citocromo b o en citocromo c) como se ha demostrado previamente. El problema

central del mecanismo de oxidacién de azufre, que aiin esta por resolverse, es el medio por el
. S 2 .
cual el azufre (a nivel de oxidacién del azufre) es transformado a SO;-° (o posiblemente

directamente a SO4—2). Las enzimas del TOMES de Paracoccus versutus (y Paracoccus
denitrificans) producen sulfato a partir del tiosulfato, pero el mecanismo detallado del proceso
alin permanece sin resolver. Schneider y Friedrich (1994) reportaron una sulfuro deshidrogenasa
en Paracoccus denitrificans, 1a cual es copurificada con la proteina sox B, lo cual sugiere que
esta actividad enzimatica es una funcién de la enzima B de Paracoccus. La oxidacion del
sulfuro por la deshidrogenasa produce sulfato como tnico producto detectable, con la reduccién
de ocho moles de citocromo csso de corazén de caballo por mol de sulfato formado, lo cual es
consistente con la liberacién de ocho electrones por mol, que son requeridos para la oxidacién

completa de sulfato de cada ion sulfuro.

1.7.3.4 Ruta de los politionatos: La complejidad de la oxidacidn del proceso de
oxidacién de tiosulfato: observaciones con células completas de Thiobacillus
neapolitanus oxidadoras de *>S-tiosulfato

En los ahora estudios clasicos de la oxidacién de >>S-tiosulfato por Thiobacillus neapolitanus,
Kelly y Syrett (1966) reportaron una produccion mas rapida de sulfato del grupo sulfonato del
tiosulfato que del d&tomo sulfano y que "nuevo” tiosulfato fue formado durante la oxidacién del
tiosulfato, en el cual ambos atomos del tiosulfato derivaron del azufre-sulfano del sustrato
inicial. Esto significa que en las iitimas etapas de la oxidacién del tiosulfato, el tiosufato inicial
marcado que proporciona un -S_*SO3- (donde * sefiala la posicién del 3 5S) no se detecté en el
medio, sin embargo si se detectaron concentraciones de tiosulfato de "novo"

Kelly y col. (1997) estudié la oxidacién de tiosulfato marcado (SSS) por Thiobacillus
neapolitanus 'y mostré los diferentes intermediarios que se detectaron. Una secuencia de las
reacciones por este microorganismo se puede observar en la Figura 1.5. Se puede agregar lo

siguiente: en muestras que se tomaron entre los 4 y 5 minutos el inico tiosulfato presente derivo
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Figura LS. Mecanismo propuesto para la oxidacion de tiosulfato por
Thiobacillus lapidarius. El nimero en los parénetsis después del nombre
del citocromo indica los potenciales medios (E7). (Kelly y col. 1997)
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exclusivamente del grupo *S de (*S-SO3)2'. La formacion de tritionato fue mayor a partir de la
forma (*S-SO;)Z" que de la forma -S-*SO5" y terminé la formacion, cuando se agotd el tiosulfato
marcado. La degradacién del tritionato derivado de -S-*SO;° no mostré movimiento del atomo S
marcado. Sin embargo con (*$-S0O,)- se presenté un marcado progresivo del grupo ~SO;  del -
*S que alcanzd su méaximo valor en el tiempo en el que se agot6 el tiosulfato.

Mientras que estas observaciones no excluyen la posibilidad de azufre elemental como un
intermediario en la oxidacién del [S-] del tiosulfato, y no hay evidencia directa que explique el
mecanismo de conversion de [S-] a [-SO;s], una explicacion alternativa puede ser la produccion
de [S-S-SO;]Z' por una reaccioén de condensacion catalizada por una enzima entre el tetrationato

(producido de la oxidacion de tiosulfato) y tiosulfato.

2.#8-503- = "03S-*S-*$-S03™ +2¢”
[*S-S03]% + [035-*5--*5-S03]°" =
[038-*S-803]% + [*S-*S-S03]

Un intermediario podria ser el icido monosulfonico disulfano (HSSSO3") ya que se ha

propuesto que esta involucrado en la oxidacion de sulfuro inorganico en los thiobacilh
acidofilicos. La oxidacion de este intermediario monosulfonato disulfano (marcado en dos
posiciones) a tritionato puede ocurrir seguido de un rompimiento para dar sulfato y tiosulfato y

la produccién de tiosulfato marcado: "*S-SO3~

[*S-*S-S0O3] + 3[0] = [0*38-*S-S03]

"03*S-*$-S03-+ Hp0 =
“*S-*S03- + S042” +2H"
6 S_*SO3 +*S042" +2H"

Este sistema podria ser analogo al propuesto para la oxidacion del sulfano unido a la enzima en
el sistema de Paracoccus, y podria no requerir azufre libre como un intermediario (Baker y col.,
1988).

Cuando Thiobacillus neapolitanus oxida -*S-SO5” en presencia de azufre elemental no marcado,

35, “ »
el S no puede ser recuperado de la “trampa” de exceso de azufre elemental, aunque ambos
sustratos se oxidan simultineamente y la marca se distribuye entre los grupos S y -SO: del
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tiosulfato y tritionato igual que lo hacen en ausencia de azufre. Esto no excluye la posibilidad de
encontrar al azufre elemental intracelular como un intemediario, pero se puede inferir que el
azufre externo entra a la célula en una forma soluble que posteriormente no puede ser
intercambiable con el azufre que esta fuera de la célula.

Estos datos sirven para mostrar que no hay una manera simple de probar la verdadera naturaleza

quimica de los intermediarios de la oxidacién inorganica del azufre.
1.7.4 Sulfito

Se han establecido dos mecanismos basicos para la oxidacién microbiana de sulfito a sulfato.
Uno es la oxidacion de sulfito dependiente de AMP, catalizada por la reductasa Adenosina-5-
fosfosulfatasa (APS). El otro mecanismo es la oxidacién de sulfito independiente de AMP,
catalizada por la sulfito-citocromo ¢ oxidoreductasa, o bien sulfito-férrica oxidoreductasa (Lyric
y Suzuky, 1970, Suzuky 1999)

* Oxidacién de sulfito dependiente de AMP

La APS reductasas, descubierta en Desulfovibrio desulfuricans, cataliza la reduccién de APS,
formado por la APS sulfurilasa, a sulfito de acuerdo con las siguientes reacciones:

(1)SO42 + ATP — ™ APS + PPi
(2) APS + 2e- —> SO32- + AMP

En la direccion contraria, la APS reductasa participa en la oxidacion de sulfito a sulfato en
ciertos thiobacilli y algunas bacterias fotosintéticas. Esta oxidaciéon de sulfito a APS,
dependiente de AMP, por la APS reductasa generalmente es medida por la reduccién
dependiente de AMP de ferrocianuro o ferrocitocromo ¢ en presencia de sulfito, como se
muestra en las siguientes reacciones:

SO32- + AMP + 2Fe(CN)g3- — 5 APS + 2Fe(CN)g#

SO32- + AMP + 2cytc(ox) —p APS + 2cite(red)
El potencial redox (Eo=60 mV) de la segunda reaccion es suficiente para reducir tanto el
ferriciacuro como el ferricitocromo ¢, sin embargo no se conoce su aceptor fisiolégico de

electrones.

Entre las bacterias del azufre incoloras, la actividad de APS-reductasa dependiente de AMP ha
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sido observada en Thiobacillus denitrificans y Thiobacillus thioparus. y en Thiobacillus
thiooxidans (Lyric y Suzuky, 1970; Adachi y Suzuky, 1977)

La enzima purificada de Thiobacillus thioparus contiene 1FAD, de 8 a 5 fierros inestables por
enzima de 170 000 Da. Una enzima similar se obtuvo de Thiobacillus denitrificans. Es
interesante que el contenido intracelular de la APS reductasa sea muy alto, aproximadamente ¢l
3% del total de la proteina celular en Thiobacillus thioparus y del 4 al 5% en Thiobacillus
denitrificans, similar al encontrado para Desulfovibrio desulfuricans. No se conoce el

significado fisioldgico de este alto contenido intracelular de la APS.

~ Oxidacion de sulfito independiente de AMP

La oxidacion de sulfito, independiente de AMP, fue observada por primera vez en Thiobacillus
novelus, un autétrofo facultativo (Lyric y Suzuky, 1969). La enzima reduce,
estequiométricamente, ferrociarnuro o citocromo ¢ por oxidacion de sulfito, sin AMP de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
SO3% + 2citc(ox) + HpO —-ememv > S04% + 2citc(red) + 2HY

Posteriormente, se demostré que el citocromo cs5; es parte integral de la enzima ya que la
separacién del citocromo cssy de la enzima purificada, provoca la pérdida completa de su
actividad. Esto confirma que los electrones son transferidos del sulfito al oxigeno molecular a
través de la reductasa sulfito-citocromo c, css¢ (Yamanaka y col., 1981).

Toghrol y Southerland (1983) purificaron la sulfito oxidasa de Thiobacillus novellus y se
encontraron que es una molibdeno proteina de peso molecular de 40 kD. La presencia del
molibdeno como un componente activo de la enzima fue demostrada por estudios
espectroscOpicos de resonancia magnética electrénica. En tanto la oxidoreductasa sulfito-
citocromo c (sulfito deshidrogenasa) de Thiobacillus thioparus tiene un peso molecular
aproximado de 54kD y contiene un grupo fierro no hemo.

1.8 Métodos bioldgicos de eliminacién de compuestos reducidos de azufre

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

~ oxidacidn anaerobia por bacterias fotosintéticas.

~ oxidacién anaerobia por microorganismos denitrificantes
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» oxidaci6n por un proceso quimico-biolégico
» oxidacion aerobia por bacterias incoloras del azufre.

1.8.1 Oxidacién anaerobia por bacterias fotosintéticas

Cork y Col. (1986) propusieron el uso del microorganismo anaerobio fotosintético Chiorobium
limicola var. thiosulfatum que oxida al H,S a azufre elemental. Al utilizar cultivos en lote y en
continuo mostraron que el control de las velocidades de entrada del gas y la cantidad de luz del
bioreactor son determinantes para la optimizacion de la eliminacién del compuesto. El gas
tratado tuvo la siguiente composicién: 3.0% de H3S, 9.2% de CO3, 86.4% de Ny y 0.5% de H.
Se encontrd que 67.1 % del H,S fue convertido a azufre elemental mientras 32.9% permanecié
como compuestos azufrados solubles en agua.

Kim y Col. (1990) inmovilizaron células de Chlorobium limicola var. tiosulfatum en en un
soporte inerte para oxidar H,S en azufre elemental. Observaron acumulacion de sulfato debido a

la siguiente reaccion:

H,S +2CO; + HYO -------- > Biomasa + HySO4

Reportaron que la acumulacion de azufre o sulfato esta en relacion de la energia luminica y la
velocidad de alimentacién de HjS.

Khana y col. (1996) proponen un proceso de recuperacion de azufre elemental a partir de la
oxidacién de tiosulfato de aguas "amargas". Para ello utilizan bacterias fotdtrofas y bacterias
sulfato reductoras. El proceso consiste en la oxidacién del tiosulfato en azufre elemental y
sulfato por la bacteria Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum. El azufre se recupera, mientras
el sulfato se reduce a sulfuro por la bacteria sulfato reductora: Desulfovibrio desulfuricans.
Finalmente el sulfuro se fotooxida a azufre elemental por Chlorobium limicola.. Ambos
microorganismos coexisten simbidticamente en el reactor fosintético

Sanchez y col. (1996) reportan la operaciéon de un sulfidostato (quimiostato con contro! de
concentracién de sulfuro) para la oxidacién de H,S con la bacteria fottrofa Chromatium
vinosum. El control se logré mediante una sonda redox y diferentes niveles de luminosidad.

La mayor desventaja en el uso de bacterias fotosintéticas a gran escala se debe a sus
requerimientos de energia radiante y por lo tanto a la necesidad de una gran superficie de

contacto con ella en los reactores.
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1.8.2 Oxidacion por un microorganismos denitrificantes

Thiobacillus denitrificans es un microorganismo autétrofo estricto y de respiracion facultativa.
Bajo condiciones anaerobias el nitrato se utiliza como un aceptor final de electrones con
reduccién a nitrégeno molecular, con el tiosulfato, azufre elemental y el acido sulfhidrico como
fuentes de electrones con la oxidacién a sulfato (Sublette y Silvester, 1987).

Sublette y Silvester (1987) reportaron el crecimiento anacrobio de Thiobacillus denitrificans
sobre acido sulfhidrico en un reactor continuo de tanque agitado. Encontraron que la
eliminacion del H2S del gas alimentado nunca fue menor al 2% y que la concentracion de la
biomasa asi como las condiciones ambientales del proceso respiratorio andxico son las variables
mas importantes para la maximizacion de la desulfuracion del gas. Por otro lado observaron que
la contaminacién con organismos heterétrofos no tuvo un efecto importante sobre el crecimiento
de Thiobacillus denitrificans , 1o que hizo innecesario las operaciones de. esterilizacion del
cultivo.

Ongcharit y Col. (1989) desarrollaron un procedimiento de inmovilizacién de células para
Thiobacillus denitrificans en un cultivo mixto con bacterias heterétrofas cuya caracteristica es la
formacion de agregados con buenas caracteristicas de sedimentacion. El cultivo mixto fue
crecido en condiciones aerobias sobre tiosulfato como unica fuente de energia y sin ninguna
fuente de carbono organica en un cultivo en lote. Se supuso que los heterdtrofos utilizan los
productos de desecho de Thiobacillus denitrificans o bien los productos de la lisis celular como
fuente de carbono y energia. Los agregados fueron posteriormente utilizados para la eliminacién
de H;S de una corriente de aire en un reactor continuo de tanque agitado con reciclado de la
biomasa. Debido a que el HaS es un inhibidor del crecimiento de Thiobacillus denitrificans el
reactor de células inmovilizadas fue operado en condiciones limitadas de sulfuro. La velocidad
de acumulacidn de la biomasa fue mucho menor que la esperada bajo condiciones de operacion
optimas. La probable explicacion fue la muerte celular por la limitacion de nutrimentos y las
elevadas concentraciones de biomasa que provocaron limitaciones en la transferencia de masa.
Observaron una productividad volumétrica maxima de 3.2 mmol H,S/1 h con una eficiencia de
eliminacion de H,S del 90.7%. Se encontré también que la acumulacién de sulfato en el medio
puede provocar un efecto inhibitorio de oxidacién de H,S aparentemente debida a un fuerte
efecto i16nico.

Sublette (1990) aplicé un proceso de planta piloto para el tratamiento de biogas producido en un
digestor anaerobio. El bioreactor consistié de una columna que recibid una corriente gaseosa

compuesta del biogas mas aire. El gas alimentado contenia menos de 9% de oxigeno, ya que la
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combinacién con otros compuestos del biogas, como el metano, puede ser peligrosa debido a la
naturaleza explosiva de tales mezclas. La productividad volumétrica fue de 1.1 mmol(H,S
oxidado)/1 h, alcanzandose un eficiencia soto de un 0.15% de eliminacién del acido.

Candenhead y Sublette (1990) describieron un estudio donde evaluaron especies de Thiobacillus
(Thiobacillus thioparus, Thiobacillus versutus, Thiobacillus neopolitanus y T hiobacillus

thiooxidans) con el proposito de determinar si alguno de ellos presentaba ventajas sobre
Thiobacillus denitrificans en la oxidacion aerobia del HS. La estequiometria de la oxidacion de

H>S fue determinada en un reactor en lote de 1.5 1 suministrado con un gas compuesto de 1% de
H;3S, 5% de CO; y el balance de nitrégeno adecuado. Ninguno de los organismos estudiados
ofrecié clara ventaja sobre Thiobacillus denitrificans ya que todos los microorganismos

estudiados mostraron bajos rendimientos de crecimiento.
1.8.3 Oxidacion por un proceso quimico-bioldgico

Imauzumi (1986) describié un proceso de eliminacion de H,S utilizando un proceso quimico-

bioldgico utilizando una solucidn férrica y el microorganismo Thiobacillus ferrooxidans.
El proceso es basicamente dependiente de la reaccién del H,S inyectado en una solucidn férrica

donde se produce un precipitado de azufre elemental:

H)S + Fey(S04)3 —» S0+ 2FeSQ4 + H3SO4

El azufre elemental es separado y recuperado de la solucién reducida de sulfato ferroso. Por su
parte el sulfato fémrico Fe3(SO4)3 es regenerado a partir de la solucién de sulfato ferroso por la

oxidaci6n biolégica, en un bioreactor aireado, efectuada por Thiobacillus ferrooxidans:

2FeSOq + Ha804 + 1/2 O3 ———» Fey(S04)3 + Hy

La solucién oxidada se recicla para repeticién del proceso. Se ha reportado una eficiencia del
99% de eliminacion del sulthidrico en su aplicacién industrial.

Schifer-Treffenfeldt y col. (1984) propusieron un proceso para la eliminacién de sulfuro de
hidrégeno de gases residuales, mediante la oxidacién microbiana de acuerdo al siguiente
procedimiento: primero, el gas con sulfuro de hidrégeno es disuelto dentro de una solucién

acuosa de sales de un metal pesado; el HyS precipita inmediatamente como un sulfuro metalico

insoluble. Por ejemplo, cuando se usa sulfato ciiprico como sal metalica, precipitara el sulfuro
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de cobre. Este sulfuro de cobre puede ser oxidado biolégicamente por Thiobucillus
ferrooxidans. Los resultados obtenidos en estos experimentos fueron, una velocidad de
oxidacién de sulfuro de cobre de 200 mg Cu?*/1*h, esto es aproximadamente 100 mg S%/1*h y
con una velocidad de aireacién de 1 vvm se tiene una capacidad de eliminacién de 1.75 g
H3S/m3gas h.

1.8.4 Oxidacion por bacterias "incoloras" del azufre

La eliminacion del H,S puede ser llevada a cabo mediante un proceso de oxidacion aerobia por
los microorganismos sulfoxidantes conocidos como bacterias "incoloras” del azufre, los cuales
utilizan la oxidacién de compuestos reducidos de azufre para obtener energia. A este grupo
pertenecen microorganismos de una gran diversidad fisiolégica y morfolégica. Los géneros que
pertenecen a este grupo de organismos son: Thiobacillus, Thiomicrospira, Sulfolobus,
Thermothrix, Thiovulum, Beggiatoa, Thiothrix, Thiospira y Thioploca.

Un factor importante a considerar del proceso a desarrollar es si estas bacterias almacenan o no
el azufre de la oxidacion parcial de los compuestos reducidos de azufre dentro de la célula.
Especies del género Beggiatoa, Thiothrix y Thiospira acumulan el azufre producido en la célula,
consecuentemente dificultan cualquier proceso ya que por una parte debera de producirse una
gran cantidad de biomasa por eliminada y el azufre no puede facilmente separarse de la
biomasa. Por esta razon las bacterias son seleccionadas con la caracteristica de que el azufre
producido sea excretado al medio, un ejemplo son los microorganismos del género Thiobacillus.
No se necesitan factores ambientales especiales para el crecimiento de este género de
microorganismos. Diferentes especies tienen actividad en intervalos de pH que van de 0.5 a 10
con temperaturas entre 20 y 75 °C. La mayoria son autodtrofas, pero también pueden crecer
heterotréficamente. Se encuentran en diferentes ambientes: suelo, agua, desechos acidos y aguas
suifurosas. Estos microorganismos pueden obtener energia de diferentes compuestos como el
H3S, CS3, tiocianato, azufre elemental, tiosulfato, politionatos y sulfito. El producto final de la
oxidacidn es sulfato pero el azufre y los politionatos se acumulan bajo ciertas condiciones de
crecimiento.

Buisman y Col. (1989) desarrollaron un proceso biotecnoldgico para la eliminacion de H,S
utilizando microorganismos del género Thiobacillus. El proceso esta basado en la oxidacion del
H>S y su conversion en azufre elemental, el cual puede ser recuperado por sedimentacion.

Encontraron que el azufre elemental y el sulfato son los principales productos de fa oxidacion
biologica del H,S. Utilizaron dos reactores con agitacion y alimentacién continua de igual
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construccion variando exclusivamente el volumen y las cantidades de particulas de soporte
inerte (poliuretano) para los microorganismos. La etapa de arranque de este sistema biol6gico
fue muy corta, so6lo son necesarios cuatro dias para reducir la concentracién de sulfuro de 100 a
2 mg/l con un tiempo de residencia de 22 minutos. Evaluaron algunos factores ambientales
reportando los siguientes datos: el pH dptimo se encontré de 8.0 a 8.5; la temperatura en el
intervalo de 25 a 35 °C. No se observé inhibicién por H2S a concentraciones superiores de 100
mg/l del acido. Reportaron también que al incrementar la concentracion del oxigeno las
velocidades de oxidacidon del HzS se incrementaron proporcionalmente, reportando que a una
concentracién de 3 mg/l de Oy y a un pH de 8.5 la capacidad de eliminacién del H»S fue de 99
mg/l h con una eficiencia del 95%.

Buisman y col. (1990) estudiaron el efecto de diversos factores sobre el cultivo con la finalidad
de determinar su importancia en la optimizacién de la produccidon de azufre. Los factores
evaluados fueron: la concentracién de oxigeno, la concentraciéon de H,S y la utilizacién de un
sistema con particulas de soporte de los microorganismos. Los resultados mostraron que en el
reactor las concentraciones de HaS mayores a 10 mg/ml generan, por la oxidacién biolégica,
menos de 10% de sulfatos cuando la concentracién de Oy permanece por debajo de 6 mg/l.
Suponen que, o bien el HS resulta inhibitorio o téxico para los microorganismos sulfoxidantes
o que el HaS es preferido por las bacterias como donador de electrones al azufre elemental.
Sefialan ademas que la influencia de la concentracién del oxigeno es insignificante cuando la
concentracion de HyS excede los 20 mg/ml. Sin embargo, a concentraciones menores de 20
mg/ml, la producciéon de sulfato se incrementa cuando se incrementa la concentracién de
oxigeno de 3 a 9 mg/l.

Por ultimo reportan que el reactor con una suspensién de células libres, bajo las mismas
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
diferencias en el transporte de los reactantes y posiblemente también de los productos de la
oxidacién. Tanto el oxigeno como el sulfhidrico, que son los dos factores que mas afectan la
formacién de sulfatos encuentran problemas de difusién en el material de soporte utilizado
(particulas de poliuretano).

Buisman y Col. (1994), reportaron un proceso bioldgico para la desuifuracion de gas de
combustion (SO3), a nivel planta piloto y con proyecciones a su aplicacion industrial en una
termoeléctrica con capacidad de produccién de 600 MW. El proceso consta de cuatro secciones,

en ese orden:
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s una seccion de absorcién del SO,
s un reactor bioldgico anaerobio
s un reactor bioldgico aerobio

s una seccidn de recuperacion de azufre.

En la seccién de absorcién el SO3 es solubilizado en una corriente acuosa basica produciéndose

una solucién rica en sulfito, de acuerdo a la siguiente reaccion:

NaOH + SO, —» NaHSO3

En el primer bioreactor, en condiciones anaerobias, se lleva a cabo un proceso de reduccion del
SOs3 con la formacién de HS de acuerdo a la siguiente reaccion (en esta etapa es necesario
adicionar determinados compuestos que sirvan como donadores de electrones, basicamente
compuestos organicos como etanol, los cuales son transformados en bidxido de carbono y

biomasa):

NaHSO3 + 3Hy ——3 NaHS + 3H,0

En el segundo bioreactor, en condiciones aerobias, el acido sulfhidrico es oxidado, bajo
condiciones controladas, a azufre elemental utilizando los microorganismos del género
Thiobacillus. Se lleva a cabo una oxidacion parcial del 4cido controlando las cantidades de
oxigeno suministrado, ya que su oxidacion total resultaria en la formacién no deseable de

sulfato. Esta oxidacion se presenta de acuerdo a la siguiente reaccion:

NaHS + 1/2 O —p S°+ NaOH

En la 0ltima etapa el azufre elemental, insoluble, se recupera del efluente del segundo bioreactor
mediante un equipo de sedimentacion.

Los autores observaron que los parametros de mayor importancia a ser controlados son: a) el pH
del liquido de lavado del gas de combustion (seccion de absorcion) antes de entrar al primer
reactor; b) el oxigeno disuelto en el reactor aerobio para lograr una oxidacién parcial del
sulfhidrico y recuperar azufre elemental.

En una fase inicial se trataron 1500 m3/h de gas de combustidn, reportandose eficiencias de
eliminacion de SO; del 95% y de H,S del 99% con recuperacién de azufre de un 95%.
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Cho y col. (1991) encontraron que una bacteria heterotrofica aislada (Xanthomonas sp. DY44)
fue capaz de oxidar HyS. Dado que Xanthomonas sp. DY44 no tuvo un crecimiento autotrofico

con H,S en medio mineral, concluyeron que la oxidacion del HyS no es consecuencia de una

actividad quimiolitdtrofica. Se detectaron polisulfuros como producto de la oxidacion.

Lizama y Sankey (1993) utilizaron Thiobacillus thiooxidans para estudiar la conversion de
sulfuro de hidrégeno (H2S) a azufre elemental y sulfato en una columna usando un flujo de gas
a contracorriente y medio liquido. La conversion inicial de azufre fue mucho més rapida que la
subsecuente oxidacion a sulfato. La velocidad de eliminacion de H;S aumenté con el
incremento del area superficial disponible y con el tiempo. El nimero de bacterias aument6 muy
lentamente, teniendo una gran importancia la concentracién inicial de bacterias en la columna.
En ambos modos de operacioén Thiobacillus thiooxidans es capaz de remover HjS de la
corriente gaseosa. La velocidad total de formacién de sulfatos fue cuatro veces mas lenta que la
oxidacion parcial de HS con la acumulacion de azufre en el sistema.

Sam y col. (1993) estudiaron el papel de las propiedades de la superficie en la adhesion de
Thiobacillus ferrooxidans sobre minerales como la pirita. Sefialan que existen dos mecanismos
responsables de la biodisolucién de sulfuros metalicos, el indirecto y el directo. El mecanismo
indirecto opera por la accion quimica del sulfato fémico producido por el metabolismo
bacteriano. En este mecanismo no se requiere la adhesion de la bacteria a la superficie del
mineral. El mecanismo directo, por otro lado, comprende el ataque enzimatico, por lo tanto, se
requiere del contacto y la adhesién. Después de que la bacteria entra en contacto con el mineral,
las enzimas presentes en la membrana exterior llevan a cabo la disotucién del mineral. La
adhesién de la bacteria depende no sélo de las propiedades bioquimicas del organismo sino
también de las propiedades interfaciales correspondientes a varias interfases existentes en un
sistema de biolixiviacién. Las propiedades superficiales de las bacterias que afectan la adhesién
son la hidrofobicidad de la superficie celular y el potencial electrocinético.

Cho y col. (1995) compararon la capacidad de dos cepas para oxidar H,S, Thiobacillus
denitrificans (cepa F) y un consorcio (LACT-10) aislado de aguas "amargas". Se caracterizé el
consorcio con respecto a la oxidacién de HjS, respuesta al oxigeno, pH, temperatura y
tolerancia al sulfuro. El consorcio mostré ser estrictamente aerobio y crecer en H;S como fuente
de energia con la oxidacién completa a sulfatos. El consorcio LACT-10 presento tanto ventajas
como desventajas respecto a la cepa F para la remediacion del agua amarga. Por ser LACT-10
estrictamente aerobia (no crecié bajo condiciones anaerobias) su uso esta limitado para
ambientes con suficiente oxigeno o que pueden ser aireados eficientemente. La cepa F puede ser
utilizada en ambientes andxicos con nitrato como aceptor final de electrones. Bajo condiciones
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aerdbicas, LACT-10 ofrece la ventaja de una temperatura mas alta (35 C) y un intervalo de pH
mas amplio (3.5-10) con respecto a la cepa F (30 C y pH 6-8.8). Tanto LACT-10 (3.1 mM) y
Thiobacillus denitrificans cepa F (2.5 mM) tienen una tolerancia al sulfuro comparable y mayor
que la cepa de Thiobacillus denitrificans (0.1-0.2 mM).

Degorce-Dumas y col. (1997) estudiaron la oxidacién biolégica de sulfuro de hidrogeno en un
biofiltro empacado con sedimento de aguas residuales seco (BSE), caracterizaron la
microbiologia del biofiltro y estudiaron los efectos de algunos parametros sobre la colonizacién
y sobre la eficiencia del biofiltro. El efecto de la acidificacién (causada por la acumulacion de
los productos de oxidacién) también fue estudiado. Finalmente, la poblacion microbioldgica de
los biofiltros utilizando turba y lodo activado como soporte fueron comparadas, asi como su
eficiencia de eliminacién. La eficiencia de eliminacion de H)S del biofiltro puede ser
correlacionada con la poblacién inicial y su evoluciéon. Los estudios concernientes a la
evolucion de thiobacilli en el biofiltro mostraron que los autétrofos no acidéfilos son capaces de
multiplicarse dependiendo de la velocidad volumétrica de carga. La velocidad de oxidacién
decrece cuando ocurre la acidificacion del empaque, seguido por la multiplicacion de autétrofos
acidéfilos. Amortiguando el pH del empaque cercano a un pH neutro se duplica el periodo de
alta eficiencia (95%). Bajo estas condiciones se favorece el crecimiento de thiobacilli no
acidéfilos, sugiriendo la correlacion entre la eficiencia de eliminacion y la presencia de bacterias
no acidéfilas. La baja eficiencia de los biofiltros convencionales empacados (materia organica,
por ejemplo turba) comparado con BSE, se puede explicar por su baja poblacién inicial. La
biomasa requiere de 2-4 semanas para adaptarse a las condiciones de operacién. Sin embargo, ¢l
BSE contiene mas nutrimentos disponibles para el crecimiento microbiano, por lo tanto, su
adicidén no es necesaria. La eficiencia de remocidn completa fue obtenida en el intervalo de 2-3
kg H2S/m3d, con azufre elemental y sulfato como productos principales. La heterogeneidad del
empaque es util para varias aplicaciones industriales, por ejemplo, para el tratamiento de
corrientes gaseosas que contengan compuestos azufrados, mercaptanos 6 VOC’s.

Konishi y col. (1994) estudiaron la cinética de la oxidacion de azufre elemental por Thiobacillus
Jferrooxidans en un reactor lote midiendo la concentracién 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 elemental fue oxidado a sulfatos, la concentracién de células libres en la fase
liquida aumento con respecto al tiempo, mientras que la concentracién de células adsorbidas por
unidad de peso tienen un valor limite. Durante la oxidacién de azufre hubo una correlacion
cercana entre la concentracion de las células adsorbidas y libres, estos datos fueron
correlacionados con un modelo cinético de crecimiento y oxidacién relacionados a la adsorcién
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de células (isoterma de Langmuir). Las velocidades observadas del crecimiento por lotes y la
oxidacion de azufre elemental fueron consistentes con el modelo cinético, asumiendo que la
velocidad de crecimiento de las bacterias adsorbidas es proporcional al producto de fa
concentracién de células adsorbidas y la fraccién de sitios de adsorcidn desocupados por las
células. Los parametros cinéticos y estequiométricos que aparecen en el modelo fueron
evaluados usando datos experimentales. La concentracion de células adsorbidas esta relacionada
con la concentracién de células libres, aunque la isoterma de Langmuir demosirara que la
adsorcién bacteriana estaba en equilibrio durante la oxidacién de azufre. Las velocidades de
crecimiento y oxidacion de azufre observadas fueron cuantitativamente explicadas por el
modelo cinético. Los parametros cinéticos fueron pA = 1.6 d-!' y YA = 6.25 * 10" cél./Kg S°.
Revah y Col. (1995) y Torres y col. (1993) describieron un proceso biolégico de eliminacién de
CS, y H,S de un gas proveniente de la fabricacién de celofan y rayon con la conversion a azufre
vy sulfato. Utilizaron una poblacién mixta de microorganismos aislados de fuentes azufradas y
plantas de tratamiento de aguas residuales, enriquecida por inoculaciones sucesivas. Esta
poblacién mixta de microorganismos contenia bacterias del género Thiobacillus. Las
concentraciones de los compuestos azufrados llegaron hasta 1000 ppm de cada uno, alcanzado
una eficiencia del 98% de eliminacién del HyS y mayor a 80% de CS,. Los estudios en
condiciones aerobias permitieron disefiar y construir equipos hasta de 800 m3/min y que llevan
operando varios afios.

Recientemente se reportan nuevas configuraciones de equipos que permiten tratar altas
concentraciones (hasta 2500 ppmv.) de H,S en aire. Se propuso (Hugler y col., 1999) que dos
biolavadores de lecho escurrido (BLE) en serie permiten mantener altas tasas de reaccion
facilitando €l control de la oxidacién. Bajo estas condiciones en donde se solubiliza el H,S del
aire existe una alta conversién hacia sulfato. Otras configuraciones de BLE permiten tratar
olores de plantas de tratamiento de aguas. Estas corrientes tienen concentraciones muy diluidas
de H,S, otros sulfuros, COVs y compuestos nitrogenados. Las configuraciones del BLE han
sido estudiadas por Lobo y col. (1999) en donde se pone en relieve el efecto de los fenémenos
de transferencia gas- liquido y reaccién.

1.8.5 Recuperacion de azufre (So) de la oxidacion parcial de H2S

La oxidacién biolégica de HaS por microorganismos sulfoxidantes se presenta en dos etapas

(Janssen y col., 1997):
(1)2HS"+0Q, —» 25°+20H- AG®=-129.50 k}/mol
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(2)28° + 40, % 280, + 2H" AG"'=-772.43 ki/mol

Como se observa, debido a que la oxidacion a sulfato genera mayor energia util a los
microorganismos, esta reaccién es mas conveniente para los mismos, ya que es la tnica forma

que tienen de obtener energia para su crecimiento.
1.8.5.1 Condiciones ambientales

La formacidn de S© se prefiere por varias razones observadas en el laboratorio y reportadas en la
bibliografia (Janssen, 1997): a) el azufre es insoluble en agua por lo tanto se puede separar de la
corriente acuosa que lo contiene; b) asimismo este azufre se puede purificar y reutilizar, lo que
le da un valor agregado al proceso; c) evita la acumulacion de sulfatos que en concentraciones
mayores a 30 g/l tienen un efecto negativo sobre la oxidacién, y; d) asimismo la formacidn de
sulfatos necesita de 4 veces mas oxigeno y en consecuencia una mayor demanda de energia por
la atreacion.

Los reportes de Buisman y col. fueron los primeros que se publicaron con este fin (antes
sefialados). Sin embargo fue hasta 1997, en los trabajos de Janssen y col., que pertenecen al
mismo grupo de investigacion, donde se reportd un sistema que favorecié la acumulacién de S°©
de la oxidacion del H,S.

Janssen y col. (1995) encontraron que bajo condiciones limitadas de O3, abajo de 0.1 mg/l, el
azufre es el producto final de la oxidacion del H,S, mientras que la formacién de sulfato se
favorecid por concentraciones limitadas de H3S. Posteriormente estos autores, (Janssen y col.,
1997) reportaron un proceso biotecndlogico de maxima recuperacion de azufre a partir de la
oxidacion del H,S. En este trabajo se disefio un reactor donde los compartimentos de aireacién
de la fase liquida y la oxidacion de sulfuro a azufre estan separados, evitando de esta manera la
turbulencia debida a la aireacion de la fase liquida. Bajo condiciones autotréficas, y velocidades
de carga de sulfuro excedentes a 3.4 g/l d, casi toda la biomasa presente en el reactor se
inmoviliza dentro de! sedimento de azufre, que consiste principalmente de azufre elemental
(92%) y biomasa (2.5%). Ya que la biomasa se retiene en el reactor, se pueden tener velocidades
de carga mas altas de sulfuro que en los sistemas convencionales de células libres. La velocidad
de carga maxima estudiada fue de 14 g HS-/1 d, mientras que para sistemas de células libres la
velocidad de carga maxima es 6 g HS7/1 d. Cuando con el influente se adicionaron acidos grasos
volatiles, se acumularon dentro del sedimento bacterias de azufre heterotréficas y bacterias

sulfato reductoras, y posiblemente también thiobacilli mixétrofos, los cuales utilizan productos
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de excrecién microbiana como fuente de carbono. La presencia de estos microorganismos
reductores provocé un deterioro el sistema. Debido a la actividad anaerobia de las sulfato
reductoras, el azufre formado fue parciaimente reducido a sulfuro, lo cual incremento el nivel de
sulfuro en el efluente por lo cual, la velocidad de formacion del sedimento de azufre disminuyo.
Por esta razon, el principal campo de aplicacién de este disefio es en el tratamiento de aguas
residuales con sulfuros que no coniengan materia organica, por ejemplo, aguas de minas y
emisiones con acido sulfhidrico.

Por su parte Visser y col. (1997) observaron que en una cepa pura de Thiobacillus sp. W5,
aislada de un consorcio de microorganismos sulfoxidantes, ia saturaciéon del transporte de
electrones se llevé a cabo por la concentracion de sustrato (H2S) en el medio. Asi, hasta
concentraciones de 10 mmol/lh y menores, la oxidacion fue completa hasta sulfatos, sin
embargo después de esta concentracion el azufre se empezd a acumular en el medio. La
concentracién maxima, sin que fuera toxica para la cepa, fue de 30 mmol/1 h que a la maxima
acumulacion de azufre, 28 mmol/} h. Los autores suponen que la oxidacién se detiene debido a
la regulacion de la enzima que oxida al azufre, la cual no actia debido a que a nivel de
citocromos la capacidad maxima de transporte de electrones se encuentra saturada. En este caso
el requerimiento de electrones para la generacion de energia se satisface con la oxidacion del
HS- a S°. Takeuchi y Suzuki (1997) han demostrado que la adherencia de Thiobacillus
thiooxidans al azufre elemental esta determinado por la hidrofobicidad de la bacteria y puede ser
controlado por la formulacion de medio. La adherencia es importante en el paso de oxidacién

del azufre.
1.8.5.2 Utilizaci6n de inhibidores de cadena respiratoria

La oxidacion de compuestos reducidos de azufre, el transporte de electrones y el crecimiento
estan relacionados. Asi, cuando se utilizan inhibidores de cadena respiratoria, el crecimiento
microbiano se reduce, debido a que se inhibe el sistema del transporte de electrones. De esta
manera se satura el transporte de electrones y la oxidacion se realiza a menor velocidad,
permitiendo la acumulacion de S°. Varios autores han utilizado el N-etilmaleimida (NEM) para
la caracterizacion de enzimas y para establecer las rutas metabdlicas de la oxidacion de
compuestos reducidos de azufre. En general solamente los grupos sulfhidrilos mas reactivos de
las proteinas se combinan con compuestos que contienen un enlace doble activado para formar
tioéteres estables. EI NEM ha demostrado ser muy util para este propdsito. (Riordan y Vallee,
1971).
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Lyric y Suzuki (1969) estudiaron las enzimas relacionadas con la oxidacion de tiosuifato en
extractos de Thiobacillus thioparus. Evaluaron diferentes inhibidores de la oxidacién de la
sulfito oxidasa. La enzima se inhibié fuertemente por inhibidores de grupos sulfhidrilos como €l
cloruro de mercurio y el p-cloromercuriobenzoato; mientras el NEM presentdé un efecto
considerablemente menor. La inhibicién por arsenito indicé posiblemente la presencia de un
grupo ditiol indispensable para la enzima. Los agentes quelantes como el 2,2%-bipindil y el
EDTA resultaron muy potentes inhibidores de la enzima. Lo cual sugirié que fierro "no hemo”
presente en la enzima es muy importante para su actividad.

Lyric y Suzuki (1970} aislaron la enzima de oxidacion de tiosulfato de Thiobacillus thioparus y
estudiaron algunas propiedades: efecto de inhibidores, desacoplantes, producto final, pH. La
enzima tiene un peso molecular de 15 kD y contiene dos moles de fierro no hemo. Encontraron
que el ferrocianuro resulta mas eficiente como aceptor de electrones que el citocromo c, lo cual
cambia el efecto del pH sobre la enzima. Al respecto, la enzima presentd actividad en un
intervalo de pH de 4.5 a 10.0, sin embargo utilizando ferricianuro como aceptor de electrones el
pH optimo fue de 5, mientras que con el citocromo ¢ fue de 7. Cuando utilizaron diferentes
inhibidores de 1a oxidacién: NEM, arseniato de sodio, p-cloromercuriobeonzoato, 2,2'-bipiridil,
EDTA, asi como el intermediario y el producto final de ta oxidacion: sulfito y sulfato
respectivamente, encontraron que el sulfito presentd el efecto mas interesante. Este
intermediario de la oxidacién de tiosulfato, en concentraciones de 5uM inhibié la actividad en
50%. Proponen una ruta de oxidacion donde el tiosulfato se oxida a tetrationato por la enzima
de oxidacién de tiosulfato, o bien puede seguir otra via donde el compuesto se oxida a sulfito y
azufre elemental, por una enzima no identificada (actualmente se sabe que es la enzima
rodanasa).

Hazeu y col. (1988) sefialan que una cepa de Thiobacillus ferrooxidans, produce
extracelularmente azufre elemental a partir de la oxidacién de tiosulfato, tritionato, tetrationato
y sulfuro en concentraciones entre 10 y 30 uM. Estas concentraciones de sustrato, no
permitieron observar al azufre en microscopia de luz. Sin embargo, cuando se utilizaron
concentraciones de 400 pM fue posible observarlas con esta técnica Optica. Por estudios de
respirometria encontraron que la oxidacion del tiosulfato, tetrationato y sulfuro fue parcialmente
mhibida por NEM. Similares resultados observaron cuando se utilizaron los desacoplantes:
cianuro de carbonilo m-clorofenil hidrazona (CCCP) o el 2,4 dinitrofenol. La inhibicién por
NEM sugirié que las enzimas que contienen grupos sulfidrilo pueden estar relacionadas en la
oxidacion de estos compuestos reducidos de azufre. Mientras que la inhibicién por

desacoplantes sefiala que la condiciones de la membrana celular o de la proteinas de membrana
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desempefian un papel fundamental de la oxidacién. Esto sugiere ademas que un mecanismo de
transporte activo esta involucrado en la reaccidn oxidativa. Evidenciaron ademas que la
ausencia de sulfato o selenato disminuyé la velocidad de oxidacion del azufre.

Chan y Suzuki (1993) establecieron la oxidacién estequiométrica de sulfuro a azufre por
Thiobacillus thiooxidans. Este microorganismo oxida al sulfuro en tres distintas etapas de
consumo de oxigeno, en cualquiera de los dos valores de pH 2.3 y 6.5, de acuerdo a la oxidacién
del sulfuro reportada por Suzuky y col (1988): (S2- = S° =S03;= = S0,%). Ello hasta
completar un consumo de aproximadamente 2 mol de Oz/mol de sulfuro. La diferencia la
establecen en cuanto a rapidez del consumo de oxigeno: una rapida fase inicial donde el sulfuro
se oxida a azufre efemental, seguida por una fase lenta y finalmente una fase muy lenta para la
conversion a sulfito y sulfato. En presencia de NEM la oxidacioén de sulfuro se detiene en azufre
elemental pues este inhibidor evita la oxidacién del azufre. El consumo de 0.5 mol Oy/mol $%
experimental, coincidié con la estequiometria de oxidacion del sulfuro a azufre elemental: S2- +
1/20, = Se.

Chan y Suzuki (1994) estudiaron la oxidacién de tiosulfato por Thiobacillus thicoxidans
cultivado en azufre elemental. El sistema fue implementado en células tratadas con inhibidor asi
como con extractos libres de células. Utilizaron el NEM para establecer la ruta de oxidacion del
tiosulfato, reportando que las células tratadas con NEM consumen 0.5 mol O,/mol de tiosulfato

para formar tetrationato de acuerdo con la ecuacion:

257032 + 172 03 + HoO ——» S$40¢42 + 20H-

Ademés observaron que el NEM inhibe la oxidacion de azufre elemental. Por otro lado reportan
que las células de Thiobacillus thicoxidans pueden oxidar tiosulfato solamente bajo condiciones
acidas con un consumo de 2 mol O/mol tiosulfato.

Hallberg y col. (1996) estudiaron la oxidacion de compuestos reducidos de azufre por
Thiobacillus caldus KU, utilizando sistemas de células en reposo. La velocidad de consumo de
oxigeno y el oxigeno total consumido fueron determinadas para tiosulfato, tetrationato, azufre,
sulfuro, y sulfito en ausencia y presencia de inhibidores y desacoplantes. Los desacoplantes 2,4
dinitrofenol (DNP, 200 M) y cianuro de carbonilo m-clorofenil hidrazona (CCCP, 20 M) no
tuvieron efecto sobre la oxidacion del tiosulfato, sugiriendo que el tiosulfato es metabolizado en
el periplasma. Por el contrario inhibieron completamente la oxidacion de tetrationato, sulfuro,
azufre y sulfito, indicando que estos compuestos son metabolizados en el citoplasma. El NEM,
en concentraciones de 6 mM, inhibié la oxidacién de tetrationato y tiosulfato en la etapa de

62




Introduccion

azufre elemental y redujo la velocidad de oxidacion de compuestos de azufre en Thiobacillus
caldus mas que en otros acidéfilos, mientras que el N-o0xido 2 heptil, 4 hidroxiquinolina
(HQNO, 10 M) detuvo la oxidacion de tetrationato, tiosulfato y azufre elemental en la etapa de
sulfito. Encontraron los siguientes intermediarios en la oxidacién de compuestos reducidos de
azufre: el tiosulfato fue oxidado a tetrationato, el azufre elemental fue formado durante la
oxidacion de tetrationato y tiosulfato, y el sulfito fue encontrado como intermediario del
metabolismo de tetrationato y azufre. Estos datos sugieren que el tetrationato es oxidado a
sulfato via Se y SO32' por Thiobacillus caldus. La secuencia de inhibicién de la oxidacidén de

los diferentes compuestos de azufre se representan en la Figura 1.6.

Membrana externa

050,+2H°
$0,04" + H0O 4—— 35,0,
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MC Ubiquinona-
citocromo b/c f——

v 4

st
0.50,+2H* m-*
Jy {, 'HONO |
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0,+H,0 v

» 50" + 2HY —————p €' F SO,> +H,0
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Figura 1.6 Modelo propuesto para el metabolismo de los compuestos reducidos de azufre por
Thiobacillus caldus (Hallberg y col., 1996).
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Visser y col. (1997-a) estudiaron el efecto de inhibidores, entre eilos el NEM (1 mM) y el
cianuro de potasio (1 mM), sobre la actividad enzimatica de la tiosulfato deshidrogenasa aislada
de Thiobacillus sp W5, sus resultados muestran que la adicién de NEM o cianuro de potasio no
inhibieron su actividad. La tiosulfato deshidrogenasa cataliza la reaccion de oxidacion del
tiosulfato a tetrationato. Estos mismos autores (Visser y col., 1997-b) reportan que no hubo
inhibicion del NEM (1 mM) sobre la actividad de la flavocitocromo ¢ sulfuro deshidrogenasa de
Thiobacillus sp W35, ain preincubando con el inhibidor durante 5 minutos a 25 °C. En tanto la
adicién de 25, 100 y 500 uM de cianuro de potasio dio una inhibicién de 5, 75, y 95%
respectivamente, deteniendo la oxidacién en azufre elemental.
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I1. Objetivos
 Objetivos generales

1. Estudiar la oxidacién de los compuestos reducidos de azufre bajo condiciones de
quimiolitotrofia utilizando un consorcio sulfoxidante y la cepa de coleccion Thiobacillus
thioparus ATCC 26345.

2. Estudiar la regulacién de la oxidacién de tiosulfato por los microorganismos sulfoxidantes
bajo condiciones que permitan la oxidacién parcial del compuesto en azufre elemental.

« Objetivos particulares

1. Estudiar las condiciones ambientales que favorecen la oxidacion biolégica de los compuestos
reducidos de azufre en condiciones de crecimiento quimiolitotréficas utilizando un consorcio
sulfoxidante.

2. Evaluar las tasas de oxidacién bioldgica de los compuestos reducidos de azufre: CS,, H,S,
$,0:%, SO;” y S° utilizando la técnica de respirometria.

3. Evaluar el efecto de la concentracion de la fuente de energia sobre el crecimiento y la
oxidacidn de tiosulfato por el consorcio sulfoxidante

4. Evaluar el efecto de la fuente de nitrégeno sobre la oxidacién de tiosulfato por el consorcio
sulfoxidante.

5. Evaluar la influencia de sustratos organicos sobre el crecimiento y oxidaci6n de tiosulfato por
el consorcio sulfoxidante.

6. Identificar los parametros de control para favorecer la acumulacién de azufre elemental por el
consorcio sulfoxidante.

7. Evaluar el crecimiento y la oxidacién de tiosulfato por el consorcio sulfoxidante en un cultivo
continuo utilizando un fermentador agitado.

8. Evaluar el crecimiento y la oxidacidn de tiosulfato por Thiobacillus thioparus ATCC 26345 en
un cultivo continuo utilizando un fermentador agitado.

9. Evaluar el efecto de la concentracion de oxigeno disuelto sobre la oxidacién parcial del
tiosulfato de los cultivos sulfoxidantes en quimiostato.

10. Evaluar la influencia de los inhibidores de cadena respiratoria y de las enzimas de oxidacién
de tiosulfato y azufre elemental sobre la oxidacién de tiosulfato por el consorcio sulfoxidante.
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I11. Material Y Métodos

I11.1 Material Biologico

Se utilizé un consorcio de microorganismos sulfoxidantes, el cual se obtuvo de un biolavador de
lecho escurrido empacado con un soporte inerte de pvc. Este equipo se utiliza para la
eliminacién de bisulfuro de carbono y 4cido sulfhidrico y estuvo en operacién aproximadamente
4 afios. Se utilizé ademas una cepa de coleccién Thiobacillus thioparus ATCC 23645 obtenida

de la American Type Collection.

1I1.2 Medio de cultivo

Los microorganismos se crecieron en un medio descrito por Sublette (1987), utilizando a los
diferentes compuestos reducidos de azufre como fuente de energia: HaS, CS;, S032-, 8,032,
S° y S$40¢. El tiosulfato de sodio se utilizé como modelo de estudio en gran parte del trabajo,
dado que permite su manipulacién sin riesgos asociados a toxicidad. Es importante sefialar que
este compuesto se ha utilizado como modelo para estudios de la sulfoxidacién (Sublette, 1987;
Steffes y col., 1996; Kelly y col., 1997).

La composicién del medio es la siguiente (g/1): NayHPO4 1.2, KHpPO4 1.8, MgSO4 7H70 0.1,
NH4C1 0.5, CaCl, 0.03, MnSQ4 0.02, FeCl3 0.02, NaHCOQ3 1.0. El tiosulfato se utilizé en una
concentracién de 20 g/l. Asimismo, para la comparacion de las tasas relativas de oxidacion la
concentracion de los compuestos reducidos de azufre fue de 1mM, en las condiciones indicadas
en respirometria. Las concentraciones de sulfuro de hidrogeno y bisulfuro de carbono evaluadas
fueronde0,1,2,3,4y SmM.

Utilizando al tiosufato como fuente de energia, las condiciones de cultivo en lote fueron : a)
Matraces Erlenmeyer de 100 ml con 20% de volumen de llenado, 10% de inoculo, 30 °C,pH 7 y
180 rpm de agitacion. Asimismo de utilizé un fermentador agitado BioFlo New Brunswick 111
que cuenta con control de oxigeno disuelto (3.8 mg/l), temperatura (30 °C), agitacién (variable),
pH (7) con 2.5 | de medio.

Las tasas de oxidacién fueron calculadas por respirometria.

111.3 Inoculo

Los microorganismos se adaptaron a tiosulfato de acuerdo al siguiente procedimiento: En
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio, se inocul6 con 10 ml de licor proveniente
del biolavador. Se dejaron crecer por 2 dias a pH de 7, temperatura 30 C y 180 rpm de agitacion.
A continuacion, cuando €l pH medido se encontraba en 5, los cultivos provenientes de 2
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matraces se centrifugaron y se resuspendieron en solucion salina estéril. Se llevé a una DO de 1
para posterior inoculacién de matraces y fermentador. Igual procedimiento se utilizé para la
cepa pura, con un pH incial de 6 y el pH de recoleccién fue de 4.

Para el estudio de las velocidades de oxidacién de los compuestos de azufre, el inoculo se
preparé de la siguiente manera: los microorganismos se tomaron del biolavador de lecho
escurrido y se inocularon en matraces Erlenmeyer de rosca de 125 ml utilizando vélvulas
mininert. Se adicionaron 50 ml de medio, 10% de indculo, utilizando como fuente de energia al
H»,S 6 CS3, 100 mg/l.

I11.4 Evaluacién del efecto de tiosulfato, extracto de levadura y nitrégeno
En el consorcio se evaluaron concentraciones crecientes de tiosulfato, extracto de levadura y
nitrégeno. Para estas evaluaciones se utiliz6 el medio mineral en matraces Erlenmeyer segin las
condiciones sefialadas en 2.
Las concentraciones de tiosulfato fueron: 0, 10, 20, 30 y 50 g/l.
Las concentraciones de extracto de levadura: 0,0.1,0.2,0.51y 1.5 g/l.
Para la evaluacién de diferentes concentraciones de nitrégeno inorgénico se utilizaron las
siguientes sales en las concentraciones indicadas:

Cloruro de amonio 0, 10, 20, 40 y 60 mM.

Nitrato de amonio 0, 10, 20, 40 y 60 mM.

Sulfato de amonio 0, 5, 10, 20 y 30 mM.

Finalmente se evalué el nitrato de potasio para determinar si se utiliza como ﬁJente de nitrégeno,
las concentraciones evaluadas fueron: 0, 10, 20, 40 y 60 mM. '

En el fermentador agitado se evaluaron diferentes concentraciones de extracto de levadura en
cultivos en lote en concentraciones de 0.5, 1 y 1.5 g/1.

H1.5 Efecto de inhibidores de cadena respiratoria.

En cultivos en lote en el consorcio sulfoxidante, se evaluaron los siguientes inhibidores: N-
etimaleimida (NEM), un inhibidor de las enzimas de oxidacién de azufre elemental y de
tiosulfato; cianuro de sodio un inhibidor de cadena respiratoria a nivel de citocromo aa;; y
tiocianato de amonio (SCN), que puede ser utilizado como fuente de energia por algunas
especies de thiobacilli. Se cuantificé la acumulacién de intermediarios y producto final de la

oxidacion del tiosulfato en 48 horas de crecimiento.
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Las concentraciones evaluadas fueron:
NEM: 0, 0.25,0.5,1.0y 1.5 mM
CN:0.05,1.0,20y2.5mM
SCN: 0. 10, 20, 30 y 50 mM
En tanto que en cultivo continuo se evaluaron el NEM 0.1 y 0.5 mM, cianuro 0.1 y 0.5 mM y

tiocianato de amonio, 10 y 30 mM.

I11.6 Cultivo continuo

a. Consorcio. Utilizando un fermentador agitado, BioFlo New Brunswick III, se inici6 el
cultivo continuo del consorcio. Se utilizé una concentracién inicial de tiosulfato de 20 g/l y a los
14 dias se disminuy6 dicha concentraciéon a 10 g/l. El cultivo se inici6 en lote y cuando se
alcanz6 la fase estacionaria se inici6 la alimentacion de medio de cultivo. Se evaluaron:
Diferentes tasas de dilucién: 0.2, 0.4, 1.2,2.4,3y3.4d".

Diferentes concentraciones de oxigeno disuelto: 3.4, 2, 1, 0.8, 0.38, 0.2, 0.1 y 0.07 mg/L

Se evalué el efecto de la velocidad de carga incrementando la concentracidn de tiosulfato en el
medio a 15, 17.5 g/l.

Se evalud el efecto de los inhibidores de cadena respiratoria: NEM 0.1 y 1 mM, cianuro 0.1
mM, tiocianato 0-30 mM.

Los estados estacionarios se tomaron cuando se tuvieron como minimo 2 tiempos de residencia.
b. Thiebacillus thioparus. Se utiliz6 el fermentador BioFlo New Brunswick para el cultivo
continuo del Thiobacillus thioparus. La concentracién de tiosulfato utilizado fue de 10 g/l. Se
inicid el cultivo en lote y cuando entré en fase estacionaria se inicié la alimentacién de medio de
cultivo. Se evalué:

Diferentes tasas de dilucién: 0.2,0.4,09,1.2y 1.8d"..

Diferentes concentraciones de oxigeno disuelto: 3.4, 2, 1, 0.8, 0.38, 0.2 mg/l.

I1I1.7 Microorganismos del consorcio

Para los estudios de las poblaciones microbianas del consorcio sulfoxidante, se utilizaron
medios de cultivo a los que se adicionaron inhibidores de crecimiento. En el medio liquido para
el crecimiento de hongos se utilizé el medio Sabouraud con cloranfenicol a una concentracién
de 1.25 U/ml. Para el crecimiento de bacterias se utiliz6 el medio mineral utilizando bisulfuro de
carbono como fuente de energia y se adicionaron 8 pug/ml de nistatina.
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Por tltimo se realizaron ensayos de respirometria para obtener la capacidad de oxidacion de los
microorganismos obtenidos en ambos medios de cultivo.
Al mismo tiempo para la observacién al microscopio, las bacterias fueron tefiidas de acuerdo a

la tincién Gram.

111.8 Estudios de respirometria

El inoculo utilizado para los estudios en respirometria fue el descrito en 3. Los compuestos
reducidos de azufre se adicionaron en una concentracion de 1 mM y las tasas de oxidacion del
sulfuro de hidrégeno y del bisulfuro de carbono fueron calculadas en concentraciones crecientes
de los compuestos: 0, 1, 2, 3,4y 5 mM.

La técnica se basa en la medicién del consumo de oxigeno como una medida indirecta de la
oxidacion de los compuestos reducidos de azufre en los microorganismos aerobios estudiados.
El oxigeno se midié utilizando un oximetro YSI modelo 50 B. El procedimiento se describe a
continuacion:

1. En botellas para DBO se aireo el medio de cuitivo durante el tiempo necesario para
saturarlo de oxigeno, aproximadamente 30 minutos.

2. Se inocul6 la botella con 10 % v/v de células centrifugadas y lavadas con solucién salina
al 0.85 %

3. Se adicionaron los sustratos a evaluar. Asimismo se evalud la oxidacién quimica de los
sutratos, para esto en el medio sin células se determiné el consumo de oxigeno respecto
al tiempo.

4. Se dejaron las botellas en agitacién a temperatura de 30° C y pH 7

5. Se midi6 el consumo de oxigeno en el tiempo

6. Se calculd la tasa de consumo de oxigeno (mg O; /min) por medio de la pendiente del
consumo respecto al tiempo.

7. Finalmente las velocidades de oxidacién de los sustratos (mg compuestos azufrados/g
proteina min) de acuerdo a la estequiometria global de la reaccién de oxidacién de los
compuestos reducidos de azufre considerando la biomasa y la correccién para la
respiracion endégena. Esta ultima se calculé midiendo el consumo de oxigeno sin
sustrato, es decir al medio con células sin fuente de energia se le midié el consumo del
oxigeno respecto al tiempo.

8. Para los calculos de las tasa relativas de oxidacion a partir del oxigeno consumido se
consideraron los siguientes factores de la relacién sustrato/oxigeno de acuerdo a la

estequiometria de la oxidacion:
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Para CS,
CS; + 40,+ 2 H,0 - 280,57 + CO, + 4H
Factor: 0.59 mg CS,/mg O, ( a partir de la relacion molar de las moléculas

Para H,S
H,S + 20, - H, S0,
Factor: 0.53 myg H,S/mg O,

Para tiosultato
S2032' + 203 + Hzo — 2H2$04
Factor: 1.75 my S,0,” / mg O,

Para sulfito
HSO; + O, -» H' + SO~
Factor: 5.06 my HSOy/mg O,

Para azufre
S° + H,0 + 3720, = H;SO,
Factor: 0.67 mg $"/mg O

I1L9 Cultivo de cepas puras de Thiobacillus

El cultivo en placa y aislamiento de cepas de microorganismos quimiolitotroficos es
particularmente dificil de realizar debido a sus caracteristicas de crecimiento lo cual ha sido
ampliamente documentado. Los trabajos de Jhonson y col. (1995, 1997) son un punto de
referencia en cuanto a la formulacién de medios solidos para el aislamiento de cepas de
Thiobacillus y otros acidéfilos de interés. Basicamente sus resultados muestran la importancia
de eliminar cualquier sustancia organica del medio de cultivo, para lo cual utilizan diferentes
gelificantes, asi como medios sélidos de doble capa donde en una de las capas se favorece el
crecimiento de los hcterétrofos que consumen la materia orginica y en la capa externa los
organismos quimiolitétrofos.

El cultivo en sdlido consistié en crecer €l consorcio, asi como el crecimiento de Thiobacillus
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thioparus ATCC 26345 y Thiobacillus thiooxidans ATCC 21835 en diferentes medios tanto
para observar el crecimiento como la posibilidad de aislar algin microorganismo de interés del
consorcio. Se utilizé el medio de cultivo utilizado por Sublette (1987). Se cultivaron de acuerdo
a la Tabla 1. Por otro lado, se mantuvieron los cultivos en medio liquido que resulta el mas

adecuado para mantener a este género microbiano.

Tabla 3.1. Crecimiento de cepas puras de Thiobacillus y consorcio sulfoxidante en cultivo
solido utilizando diferentes tipos de gelificante.

Medio de Cultivo T. thioparus T. thiooxidans Consorcio
_(Medio mineral + ATCC 26345 ATCC 21835 sulfoxidante

Agar Dbacteriologico + + +

(1.5 %)

Agar bacteriologico + + +

1%)

Agar bacteriologico + + +

(1%) lavado

Agar Bacteriolégico + + + Hongos (++)

Extracto de levadura Bacterias (+)

(0.5 g/l)

Goma Gellan (1%) ++ ++ ++

Agarosa +++ ++++ -

ultrapurificada

+ Escaso crecimiento
I11.10 Métodos analiticos. -

I11.10.1 Biomasa

La biomasa se determiné indirectamente por su contenido de proteina. Esta fue cuantificada por
el método de Lowry (1951) utilizando una curva patrén con albimina de 0 a 500 pug/ml.

1.10.2 Cuantificacion de azufre elemental
Se determiné azufre elemental por espectrofotometria (Bartlett, y Skoog,, 1954). Este método se
basa en la reaccion de cianuro de sodio con azufre elemental para formar tiocianato de sodio. En

una solucidn de acetona, el azufre elemental reacciona rapida y cuantitativamente con cianuro
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para dar el complejo tiocianato. El tiocianato puede ser determinado colorimétricamente por la
adicién de acetona con cloruro férrico. El método es sensible para concentraciones de 2 ppm de
azufre elemental. Los peréxidos, sulfuros, bisulfuros y mercaptanos no interfieren cuando estan

presentes en grandes cantidades. El método alcanza una precision del 98-99%.

I11.10.3 Cuantificacién de Sp032-, SO32-, SO42- y S40¢2"

La deteccién y cuantificacion de S;032, SO32-, SO42- y S40¢6% se ha podido realizar también en
forma réapida y precisa por cromatografia de liquidos (HPLC). Este método se realizé con un
detector PDA (Photo Diode Array 996, Waters) con una longitud de onda de 308 nm. Se usé
ftalato de potasio (0.04 M pH 4) como fase mévil a un flujo de 0.8 ml/min., con una columna
(IonoSpher-A) de intercambio idnico de 250 mm de longitud y 4.5 mm de diametro interno,
empacada con silica. La temperatura a la cual se realizo la deteccién fue de 30 °C y 1500 psi de
presion

A partir de una solucién 10 mM de sulfito, sulfato, tiosulfato y tetrationato (por separado),
preparada con sulfito, sulfato, tiosulfato y tetrationato de sodio en agua desionizada, se hicieron
diluciones para tener soluciones con diferentes concentraciones de los compuestos y determinar
la linealidad de la respuesta, encontrandose que el drea bajo la curva fue directamente
proporcional a la concentracion.

Preparacion de la muestra para el analisis en el HPLC. Se hace una dilucién de la muestra (1:10)
y se filtra 1 ml de la misma con una membrana de nylon de 13 mm de diametro y 0.45 um de
tamafio de poro. Se aplican 20 il de la muestra y se hace la inyeccién.

II1.10.4 Cuantifacion de amonio.
El amonio se determind por el método de Berthelot (Neatherbun, 1967).

II1.10.5 Concentracion de CS2 y H2 S en gas

Las concentraciones de CS; y Hy S en gas se determinaron por cromatografia de gases
utilizando un cromatégrafo HP 5890 II, que cuenta con un detector fotométrico de flama y una
columna de teflén de 1m X 3 mm, empacada con super Q. Las condiciones de operacién fueron
las siguientes: volumen de muestra de 400 pl; temperatura de inyeccién de 150 °C; temperatura
de columna de 130 °C; temperatura del detector de 220° C; flujo del gas acarreador de 20
ml/min.
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10.6 Mezclas de oxigeno.
Se utilizaron mezclas certificadas de oxigeno al 5%. Para obtener oxigeno a diferentes

concentraciones se utilizo un mezclador de gases Matheson modelo 8259 y nitrégeno como gas

diluyente. La concentracidnes de oxigeno disuelto fueron 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.075 mg/l.
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IV. Resultados
IV.1 Tasas relativas de oxidacion de compuestos reducidos de azufre

Con la finalidad de evaluar y comparar las velocidades de oxidacién de diferentes compuestos
reducidos de azufre, H,S, CSy, SO3, S2032- y S°, se determinaron sus tasas de oxidacién por

medio de respirometria en concentraciones de 1 mM, a 30 °C y un pH de 7. Los resultados se

presentan en la Figura IV.1.

S =
B o 0~ N B

o
(Y

Tasas relativas de oxidacién

] I || | R N
st CS2 503= SZOB= S°

Compuestos reducidos de azufre (1mM)

o

Figura IV.1 Velocidades relativas de oxidacién de los compuestos reducidos de azufre
determinadas por respirometria para el consorcio sulfoxidante, en concentraciones de 1 mM
(CS2=1).

Como se observa el consorcio sulfoxidante es capaz de oxidar al compuesto orgénico de azufre
CS;. Kelly (1998) indicé que pocas especies de microorganismos son capaces de oxidar este
compuesto. En este sentido, se ha observado que, si bien la mayoria de microorganismos
sulfoxidantes pueden utilizar como fuente de energia al tiosulfato, una menor diversidad
microbiana es capaz de utilizar compuestos como el HjS, CS;, seguramente debido a las
caracteristicas altamente téxicas de estos compuestos. Al respecto, en diferentes trabajos sobre
la seleccién de microorganismos capaces de oxidar compuestos organicos de azufre, se han
identificado cepas puras de Thiobacillus thioparus Tkm (Smith y Kelly, 1988) asi como un
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consorcio de Thioabacillus sp. que pueden oxidar al CS; (Plas y col., 1992).

De acuerdo a la Figura IV.1, la velocidad de oxidacién del azufre elemental fue la mas baja
comparada con la de los otros compuestos de azufre: HpS > CS; > SO3 > S;032- > SO, La
velocidad de oxidacion observada fue de 0.06 mg S°/g proteina Min y una Ks de 4.2 mM S que
son valores similares a los obtenidos para cepas puras de Thiobacillus (Jordan y col. 1995). Esta
baja velocidad es atribuida a la insolubilidad de azufre elemental, lo que hace que los
microorganismos tengan que adherirse al sdlido para iniciar la oxidacién. El tiosulfato y el
sulfito fueron oxidados a velocidades aproximadamente 5 veces mas lentas que los sulfuros. Sin
embargo, mientras que los primeros no presentan problemas de toxicidad y los microorganismos
pueden crecer en concentracion altas (por ejemplo de 30 g/l de tiosulfato) las concentraciones de
sulfuros de 200 mg/l son severamente toxicas inhibiendo la actividad sulfoxidante de las

especies microbianas.

1V.2 Tasas de oxidacién de sulfuros (H3S, CS2)

Con la finalidad de determinar las tasas de oxidacion de H;S y CSj, se utilizaron
concentraciones crecientes de estos compuestos y se cuantifico la actividad sulfoxidante por

medio de respirometria a 30 °C y pH inicial de 7. Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura IV.2.
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Concentracién (mmol)

Velocidad de consumo de O

Figura IV.2 Velocidades de oxidacién en concentraciones crecientes de HS y CS,

determinadas por respirometria para el consorcio sulfoxidante a 30 °C y pH de 7.
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Se observé una mayor actividad sulfoxidante para HyS debido probablemente a que este
compuesto es producido como un intermediario en la oxidacién de CS;. Por otro lado, existen
evidencias de que el sulfuro es preferido como sustrato inorginico por un mayor numero de
especies oxidantes del azufre, lo que permitiria al consorcio, o bien a un mayor nimero de
especies de este, oxidarlo en preferencia al bisulfuro. Las maximas velocidades de oxidacion
observadas fueron de 3.4 mgCS2/g proteina min y 13.8 mgH,S/g proteina-min. Por otra parte las
constantes de saturacién (Ks) para HjS y CS; fueron respectivamente, de 0.19 mM y 1.3 mM.
Estos valores son similares a los reportados en la literatura (Smith y Kelly, 1988; Plas y col.
1993; Jordan y col., 1995).

Finalmente se puede observar que ambos compuestos presentan baja inhibicién de la actividad
sulfoxidante del consorcio, aproximadamente 5 mM, mientras que de acuerdo a Plas y col.
(1993) en concentraciones superiores a 2 mM se observa una inhibicién completa de la

actividad microbiana.
IV.3 Efecto de diferentes concentraciones de tiosulfato

Con la finalidad de observar el efecto que tiene la fuente de energia sobre el crecimiento,
produccion de sulfatos y pH del consorcio sulfoxidante se evaluaron concentraciones crecientes
de tiosulfato en el medio de cultivo. Esto pemmitié observar posibles efectos regulatorios ademas
del comportamiento del consorcio crecido en esta fuente de energia. Las concentraciones
evaluadas fueron: 10, 20, 30 y 50 g/l. Los resultados se presentan en las Figura IV.3.

En la Figura IV.3(A), donde se presenta el efecto global de las concentraciones crecientes de
tiosulfato se puede observar que el incremento de la concentracion de tiosulfato de 10 a 20 g/l
estimuld el crecimiento del consorcio en casi 3.6 veces su valor. Si en 10 g/l y 24 horas de
cultivo el valor de proteina fue de 126 mg/l, en 20 g/l y mismo tiempo de cultivo su valor fue de
460 mg proteina/l. Los valores de crecimiento para la concentracién de 30 g/l de tiosulfato, si
bien presentaron un aumento respecto a los valores anteriores, el incremento no fue
proporcional al sefialado para el cambio de 10 a 20 g/1 de la fuente de energia. Se observo, a las
36 horas de cultivo un valor de proteina de 660 mg/l que representa un aumento de 1.4 veces el
valor para 20 g/l. Al parecer en esta concentracién de tiosulfato se presenta una limitacién en el
crecimiento del consorcio.

Para la concentracion de 50 g tiosulfato/] el crecimiento del consorcio fue claramente afectado.
Los valores méximos de proteina fueron de 636 mg/l a las 48 h de cultivo que fueron menores a
los encontrados, para el mismo tiempo, en la concentracién de 30 g/l de tiosulfato (702 mg
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Figura IV.3 Crecimiento (A), produccién de sulfatos (B) y pH (C) del consorcio sulfoxidante

crecido en concentraciones crecientes de tiosulfato.
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proteina/l). Se observa entonces un efecto negativo de la fuente de energia sobre el crecimiento
celular en concentraciones mayores a 20 g/l. Sin embargo dicho efecto se presenta como
consecuencia de la acumulacion de sulfato en el medio de cultivo

Con relacion a la produccién de sulfatos los resultados se presentan en la Figura IV.3(B). Los
valores maximos de oxidacién de tiosulfato corresponden a 13, 26, 39 y 65 g/l de sulfatos, para
cada una de las concentraciones de 10, 20, 30 y 50 g tiosulfato/l. Mientras que para las dos
primeras concentraciones de la fuente de energia estos valores se alcanzaron a las 24 horas de
cultivo, para la concentracion de 30 g/l fue a las 36 horas; en tanto para la concentracion mas
alta esto fue posible hasta las 72 horas de cultivo. Esto a pesar del efecto negativo sobre el
crecimiento, aunque como se observa en la Figura IV.3(A) éste no se vio completamente
abatido.

Se puede observar también, que para las concentraciones de 30 y 50 g/l de tiosulfato hasta las 24
horas de cultivo, donde no se presenta un efecto negativo del sulfato sobre el crecimiento, la
acumulacién de sulfatos es mas lenta que las observadas para las concentraciones "bajas” del
compuesto. De esta manera, las velocidades de produccién de sulfato encontradas para las
concentraciones de 10 y 20 g/l de tiosulfato fueron de 0.83 y 0.76 g sulfato/] h, mientras que
para 30 y 50 g/l fueron de 0.56 y 0.153 g sulfato/ 1 h, respectivamente. Los resultados mostraron
que este comportamiento se present asociado a la acumulacion de azufre elemental observada
para las "altas" de tiosulfato, lo cual se puede atribuir a la saturacién por sustrato o bien al
agotamiento del Oy disuelto.

La dismimuciéon del pH, como se observa en la Figura IV.3(C), esta relacionada con la
acumulacién de sulfatos en el medio de cultivo. De esta manera se presenta una caida progresiva
del pH en funcién de la concentracion de tiosulfato. Asi en "bajas” de tiosulfato un pH de
aproximadamente 2.5 se detect6 a las 36 de cultivo, mientras en "altas" de tiosulfato se detectd
un pH de alrededor de 3 a las 48 y 72 h para 30 y 50 g tiosulfato/], respectivamente.

a. El efecto del sulfato sobre el crecimiento

Esta ampliamente documentado que la oxidacién de los diferentes compuestos reducidos de
azufre por microorganismos sulfoxidantes, produce diferentes intermediarios (S4062-, SO32-,
COS, S° entre ofros) y sulfato como producto final (Suzuky, 1999). Este dltimo, en
determinadas concentraciones en el medio de cultivo, tiene un efecto negativo sobre el
crecimiento de los microorganismos sulfoxidantes, como lo muestran los resultados para el
consorcio crecido en tiosulfato. En la Figura IV .4, se puede observar que las 60 horas de cultivo
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Figura IV 4 Efecto de la concentracién de tiosulfato, debido a la produccion de sulfatos, sobre
el crecimiento del consorcio sulfoxidante. Los datos fueron obtenidos a las 60 horas de cultivo,

de acuerdo a la Figura IV.3.

de acuerdo a la Figura IV.3, las concentraciones de hasta 30 g tiosulfato/l no afectan el
crecimiento del consorcio. Sin embargo, cuando se incrementa la concentracién del compuesto
el crecimiento comienza a ser afectado negativamente y disminuye drasticamente en 50 g
tiosulfato/l. Este efecto es debido a la concentracion de sulfatos en el medio. Las
concentraciones de este ion para 30 y 50 g/l de tiosulfato fueron respectivamente 36 y 55 g
sulfato/1.

Es conveniente sefialar que la disminucion del crecimiento no se puede atribuir al pH ya que en
las condiciones de 30 y 50 g tiosulfato/l la disminucién de este pardmetro fue gradual con el
tiempo. Asi, para la mayor concentracion de tiosulfato, se alcanzaron valores de pH de alrededor
de 3 a las 72 horas de cultivo. Es decir que el efecto del sulfato es independiente del pH. Esto se
corroboré al evaluar las velocidades de oxidacion de bisulfuro por el consorcio a pH de 7, por
medio de respirometria como se muestra en la Figura IV.5. Como se observa en dicha figura, en
concentraciones mayores de 25 g/l de sulfato disminuy6 la actividad sulfoxidante del consorcio
en aproximadamente 50% . La diferencia en las concentraciones de sulfato que son negativas
para el crecimiento del consorcio, pudiera atribuirse a una posible adaptacién de los
microorganismo en el caso de la cinéticas de crecimiento con tiosulfato, lo cual no podria

observarse en la evaluacion por respirometria dado el tiempo de la prueba.
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Figura IV.5 Efecto de sulfato sobre la oxidacion de bisulfuro de carbono por el consorcio
sulfoxidante a pH 7 30 °C en pruebas de respirometria.

De acuerdo a Ongcharit y col. (1991), el sulfato en concentraciones de 20 y 25 g/l inhibe la
oxidacién de sulfuro de hidrdgeno en Thiobacillus denitrificans. Este efecto, afirman, se
presenté como consecuencia de un fuerte estres i6nico. 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 los cultivos sulfoxidantes, en un biofiltro de eliminacidn de sulfuro
de hidrogeno.

Desde otra perspectiva, Yamanaka y Fukumori (1995) reportaron un trabajo relacionado a los
aspectos moleculares de sistema de transporte de electrones en Thiobacillus ferrooxidans.
Después de aislar el ferrocitocromo c;, realizaron ensayos para determinar el efecto del sulfato
sobre la actividad del sistema citocromo c oxidasa-ferrocitocromo css,. Encontraron que la
oxidacién se estimula en presencia del sulfato en concentraciones de 0.75 mM (0.072 g/1), en
tanto la actividad se inhibe en concentraciones superiores a 100 mM del ion (9.6 g/1). Sefialan
que la estimulacién se debié posiblemente al requerimiento de Thiobacillus ferrooxidans de
sulfato para su crecimiento. Sin embargo, no se explica el efecto negativo del sulfato sobre la
actividad de la citocromo-oxidasa
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b. Acumulacion de azufre elemental.

Como se mencioné anteriormente, en concentraciones de tiosulfato de 30 y 50 g/l se observé la
acumulacién de azufre elemental en el medio de cultivo (Figura IV.6). Se encontraron
respectivamente, 0.6 y 0.8 g azufre/l. Existen dos factores que influyen en esta respuesta. La
saturacion por sustrato y los niveles de oxigeno disuelto. Bajo las condiciones de crecimiento
del consorcio en 30 g/l de tiosulfato, es posible atribuir la acumulacién del azufre elemental a
una falta de Oy en el medio. Esto se puede afirmar ya que en condiciones controladas de Oz no
se observd la acumulacién de azufre elemental. El control se realizé utilizando un fermentador
agitado que permite el control de oxigeno disuelto del medio de cultivo, los resultados se
presentan en el apartado 13. Por otro lado en la concentracion de 50 g/l, bajo estas condiciones
de crecimiento es probable que la acumulacion de azufre se deba al agotamiento del oxigeno,

sin embargo en condiciones adecuadas de aireacién el mecanismo es el de saturacién.

azufre (g/1)

—w— Tiosulfato 30 g/1
- =&~ -Tiosulato 50 g/)

0 12 24 36 48 60 72
tiempo (h)

Figura IV.6 Produccion de azufre por el consorcio sulfoxidante crecido en concentraciones de
30 y 50 g/I de tiosulfato.

Nathansoh (1902) demostré la produccidn extracelular de azufre elemental en un cepa marina de
Thiobacillus neapolitanus crecido en tiosulfato. Lo atribuyé al rompimiento del tiosulfato en
azufre y sulfito, con la posterior oxidacién a sulfato, dando una equivalencia entre la

precipitacion de azufre elemental y la produccion de 4cido sulfiirico.
NaS,0; + 1207 — NaySO4 + S°
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Como seftalan Kelly y col. (1997) existen dos mecanismos basicos de oxidacién de tiosulfato.
El primero se presenta en cultivos puros de thiobacilli que se caracteriza por la formacion de
politionatos. El segundo se lleva a cabo por microorganismos mixétrofos y se caracteriza por la
oxidacién directa a sulfato mediante la formacién del sulfano-azufre, que en condiciones de
oxigenacién adecuadas se oxida completamente a sulfato. En tanto, la oxidacién parcial en
azufre elemental no es atin completamente entendida. Un tercer mecanismo es el reportado por
Suzuki y col. (1969) en Thiobacillus thioparus, donde el tiosulfato forma azufre elemental y
sulfito. Mientras el azufre se oxida a sulfato por la azufre oxidasa, el sulfito formado se oxida a
sulfato por un mecanismo de fosforilacion a nivel de sustrato para la obtencién de energia.

El mecanismo donde se presenta la formacion de politionatos es complejo, como ya se ha dicho
anteriormente. Al respecto, el trabajo de Wentzien y col. (1994) es ilustrativo de ello. Los
autores realizaron un trabajo de oxidacién de tiosulfato con cepas puras de Thiobacillus, donde
se observo la formacién de politionatos y azufre elemental como intermediarios. Proponen que
el primer paso de reaccion en la oxidacién del tiosulfato a sulfato puede ser (i) la formacion de

ditionato o (ii) 1a formacién de tetrationato de acuerdo a lo siguiente:

i. formacién de tetrationato y posible formacion de ditionato

25,032 + 1207 + HyO — S40¢% + 20H 1)

S5032- + 3/20; — S$;062- 2)
Mientras que la reaccién (1) es conocida en el metabolismo del azufre por los microorganismos,
la reaccion (2) sélo se ha observado por reaccién quimica (p. ej. HoO3, ozono, y bromato oxidan
el tiosulfato a ditionato). El ditionato se oxida directamente a sulfato o bien puede hidrolizarse
de acuerdo a:

$206%- + HyO — HSO3 + SO42- + H* (3)
El sulfito puede ser posteriormente oxidado enzimaticamente a sulfato o reaccionar con
tiosulfato para formar tritionato y posiblemente azufre:

HSO3 + 8,032 + 120; — $3062 + OHh 4)

3HSO3 + 28,032 — 283062 + 1/8Sg + 30H- (5)
ii. posible formacién de tetrationato:
Si el tetrationato es el primer producto de reaccion de la oxidacién de tiosulfato (1), este puede
ser posteriormente transformado enziméticamente con la formacion de disulfano-monosulfonato
como se ha observado en Thiobacillus ferrooxidans de acuerdo a:

S40¢% + HyO — HSSSO3 + SO42- + 2H* (6)
El anién HSSSO3- es altamente reactivo y puede oxidarse de acuerdo a las reacciones (7) a (9)
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donde se observa la formacién de politionatos:

S3032- + 3/207 — S30¢% @)
$3032- + $;032 + 120; + 2H* - > 85062 + Hy0 ®
283032- + 120; + 2H* — S¢0¢2- + Hy0 )

En las reacciones (6) a (9) se observa la formacion de politionatos en Thiobacillus intermedius
durante la oxidacién de tiosulfato a tetrationato. El azufre elemental fue siempre detectado, lo
que se explica de acuerdo a (5) o bien por descomposicion quimica de acuerdo a:

S3032- — 1/4Sg + SO3% (10)
Las reacciones (5) a (10) presentan la complejidad de la oxidacidn via politionatos.
El tritionato es menos reactivo que los politionatos y por ello puede acumularse y medirse. En el
caso de Thiobacillus intermedius el ion HSSSO3- puede reaccionar con el tetrationato por una
reaccion no enzimatica de acuerdo a:

§3032° + 84062 120, + 2Ht — $7032- + S5042- (11)
Las reacciones (11) y las reacciones (6) a (9) dan una posible explicacién de la presencia de
tiosulfato y pentationato. Ademas de (11) el tiosulfato se puede formar en una reaccion analoga
a (3) y (6). Por ejemplo, por hidrélisis de tritionato:

$306%- + HpO —> S3032- + SO042- + 2H* (12)
Todas las reacciones sefialadas dependen del pH, asi: las reacciones (1), (4), (5), (8) y (9) son
favorecidas a pH 4cidos, mientras que las reacciones (3), (6) y (12) se presentan en pH neutros o

alcalinos.
4. Efecto del nitrogeno inorganico.

En general se desconocen estudios sobre la influencia del nitrégeno inorgéanico en la oxidacién
de los compuestos reducidos de azufre por los thiobacilli y otros sulfoxidantes. Los trabajos
publicados estan enfocados a la influencia del nitrégeno organico (materia organica) sobre el
crecimiento quimiolitotréfico de este género de microorganismos (Kelly, 1972). Por otro lado se
ha reportado que en las bacterias la sintesis de citocromos esti regulada, entre otros factores
como el Oy y el uso de inhibidores de cadena respiratoria, por los nutrientes utilizados para el
crecimiento. Esto es importante cuando se considera que el sistema respiratorio es fundamental
en la estructura y metabolismo de los litétrofos sulfoxidantes y por tanto su estudio es necesario
en el entendimiento de su metabolismo. Un ejemplo se presenta en Bacillus cereus, una bacteria
Gram positiva, donde la sintesis de citocromos estid regulada de manera negativa por la
velocidad de crecimiento. Asi, cuando este microorganismo crece en una fuente pobre de
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carbono, lo que se traduce en una lenta velocidad de crecimiento, se favorece la sintesis de
citocromos tipo a y diminuye la sintesis de citcromos tipo aaz y tipo ¢ (Garcia-Horsman y col.,
1991). Por su parte, en Acetobacter diazotrophicus, una bacteria Gram negativa, fijadora de
nitrégeno, se encontré que es necesario adicionar (NHg),SO4 al medio para que exista actividad
de la nitrogenasa. Por otro lado, al caracterizarse el sistema respiratorio de la bacteria se observd
que en células crecidas con 1 mM de sulfato de amonio la sintesis de citrocromos tipo b, ¢, a y
ba fue favorecida. En tanto en las células crecidas en 40 mM de la sal, no se detectaron los
citocromos tipo ¢ y ba. En cambio se detectd la presencia de citocromo tipo bd como oxidasa
terminal (Flores-Encarnacidn, 1999). En bacterias oxidantes de nitrito, Prosser (1989) sefiala
diferencias en la sintesis de citocromos. Afirma que Nitrobacter hamburgensis tiene dos
cadenas respiratorias en funcién de las condiciones de crecimiento; de tal manear que al crecer
al microorganismo en condiciones de autotrofia se sintetizaban los citocromos tipo bsga.s¢4. En
cambio en condiciones de heterotrofia hubo sintesis de los citocromos tipo b, en tanto en
Paracoccus denitrificans se ha reportado que el citocromo cssg se deja de sintetizar en medios
con fuente de carbono organico (Stell y col., 1996).
Desde otra perspectiva, se ha reportado que los microorganismos consumen preferentemente
ciertas sales de amonio, lo cual determina un efecto sobre su crecimiento, asi como en la sintesis
de metabolitos secundarios (Islas, 1991). También se ha observado que uno de los niveles desde
el cual el nitrogeno ejerce su influencia, es a través de la modulacion del crecimiento y el
metabolismo primario de la célula. Ademas, existe una relacién estrecha entre la nutricién, la
velocidad de crecimiento del microorganismo y el metabolismo primario y secundario
(Gonzales, 1993).
De esta manera, con la finalidad de evaluar el efecto de la fuente de nitrégeno inorgénico sobre
el crecimiento, produccién de sulfato y pH del medio; y de este modo observar posibles efectos
regulatorios sobre la oxidacién del tiosulfato, se probaron diferentes concentraciones de la
siguientes sales de amonio:

Cloruro de amonio: 10, 20, 40 y 60 mM

Nitrato de amonio: 10, 20, 40 y 60 mM

Sulfato de amonio: 5, 10, 20 y 30 mM
Posteriormente se evalué al nitrato de potasio para determinar si el nitrato podria ser utilizado
como fuente de nitrégeno. Se probaron para ello diferentes concentraciones de la sal: 10, 20, 40
y 60 mM. Los resultados se presentan a continuacion.
En las Figuras IV.7, IV.8 y IV.9, donde se presentan los resultados de las sales de amonio, se
observa que al incrementar la concentracién del amonio en el medio, el crecimiento presenta un
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Figura IV.7 Crecimiento (A), produccion de sulfatos (B), consumo de amonio (C) y pH (D) del
consorcio crecido en diferentes concentraciones de nitrato de amonio.

patrén similar en todas las condiciones evaluadas. Asi, en las diferentes concentraciones de las
sales de amonio, la fase estacionaria de crecimiento se alcanza aproximadamente a las 36 horas
de cultivo. Lo que indica que el consorcio sulfoxidante utiliza para su crecimiento

Respecto a la produccion de sulfatos se observé que el consorcio presenta un comportamiento
similar de oxidacidn entre el sulfato de amonio y el nitrato de amonio (fig. 5.7(B) y 5.8(B). En
ambos casos la maxima oxidacién (26 g/l de sulfato) se alcanza a las 48 h del cultivo, que
corresponde a la fase estacionaria del consorcio. Se observa ademas que existe una fase lenta de
acumulacion de sulfato, hasta que la pendiente cambia a las 24 horas de crecimiento. En este
momento la oxidacién del tiosulfato, medida como acumulacion de sulfatos, se incrementa
notablemente. Asi, mientras que hasta las 24 horas de cultivo el sulfato formado alcanza valores
cercanos a 10 g/l (40% de conversidn), de las 24 a las 36 horas se incrementa la concentracidn
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Figura IV.8 Crecimiento (A), produccién de sulfatos (B), consumo de amonio (C) y pH (D) del
cultivo mixto crecido en diferentes concentraciones de sulfato de amonio.

de 10 a 26 g/ de sulfato que representa el 60% de oxidacion del tiosulfato.

Los resultados obtenidos por Barton y Shively (1968), en un trabajo pionero del estudio de la
oxidacién a lo observado en el consorcio. Asi, durante las primeras 36 h de cultivo la
produccioén de sulfato por la cepa pura fue de 0.196 g/l, en tanto que entre las 36 y 48 h se
acumulan 3.5 g/l del compuesto. Por su parte Wentzien y col. (1994), utilizando una cepa de
Thiobacillus intermedius, reportaron que durante las primeras 50 h de cultivo sélo se alcanza el
10 % de conversién de tiosulfato a sulfato. Posteriormente, de las 50 a las 70 h de cultivo se
alcanza el 90% de oxidacién a sulfato, lo cual coincidié también con la fase estacionaria de
crecimiento. Esto se presentd, de .acuerdo a los autores, como consecuencia de la formacién de
distintos intermediarios de la oxidacidn (politionatos) como se mostré en el Apartado IV.1b.
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Sin embargo, en el caso del consorcio, que probablemente sigue un ruta de oxidacion directa a
sulfato, dadas sus caracteristicas mixotréficas (Kelly, 1997), no se detectd la presencia de
intermediarios de la oxidacion (tetrationato y sulfito) lo que permite suponer que es otro factor
¢l que determina este comportamiento. Probablemente una limitacién de oxigeno en
concentraciones mayores de 10 g/l de sustrato.

_ Por otro lado, en la Figura IV.9 se observa que el cloruro de amonio, en concentraciones de 10 y
20 mM, el consorcio alcanza los maximos valores de oxidacidon a las 48 horas de cultivo, de
manera similar a lo sefialado para las otras sales de amonio. Sin embargo €l comportamiento
presenté un cambio para las concentraciones de 40 y 60 mM de cloruro de amonio. En estas
concentraciones la oxidacién completa del tiosulfato se obtuvo 12 horas antes. Es decir los 26
g/l de sulfato fueron detectadas a las 36 horas de cultivo, que corresponde también a la entrada
en la fase estacionaria de crecimiento. Debido a que este efecto, como se observa en 9(A) no se
debi6 a un efecto sobre el crecimiento del consorcio, es posible sefialar que el amonio en forma
de cloruro de amonio es un efector positivo de la oxidacién. Los experimentos hasta aqui
realizados no permiten determinar el nivel ni el tipo de estimulacidén encontrada, como tampoco
si es el amonio per se o bien un producto de su metabolismo. O bien si este nutrimento tiene
efecto a nivel de sintesis de citocromos.

Al observar el consumo de amonio del consorcio en las diferentes condiciones de cultivo
(Figuras IV.4C, IV.5C y IV.6C) se observa que el amonio se consumié completamente en todas
las concentraciones de las sales de amonio evaluadas. Esto coincidié en general también con la
entrada en la fase estacionaria de crecimiento.

Un aspecto que es importante sefialar, respecto al crecimiento en diferentes sales de amonio en
este sistema, es el exceso de nitrégeno en el medio de cultivo, el cual no se traduce en un
incremento del crecimiento celular. Seguimos la siguiente explicacion:

1. Al parecer el transporte de amonio a las células no estd limitado ya que en todos los casos el
amonio se agoté del medio de cultivo (Figuras IV.7C, IV.8C y IV.9C), sin embargo no parece
ser utizado por los microorganismos para su crecimiento.

2. El exceso de nitrégeno se calcula de acuerdo a las siguientes consideraciones: E! consorcio
tiene 50% de proteina y 10 % de nitrégeno, entonces 0.1 g/l de proteina corresponden a 0.2 g/l
de células por lo que el nitrégeno consumido es de 0.02 g/l. En la Figura IV.7A, IV.8A y IV.9A
se observa que €l crecimiento en las diferentes concentraciones de las sales de amonio fue de
alrededor de 350 mg proteina/l, lo que corresponde a 700 mg/l de células. Por lo tanto, el
nitrégeno consumido fue igual a 70 mg/l, 5 mmol. En cambio el nitrégeno minimo adicionado
fue de 140 mg/1, 10 mmol. Esto indica que en ninguna condicién el consorcio estuvo limitado
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Figura IV.9 Crecimiento (A), produccién de sulfatos (B), consumo de amonio (C) y pH (D) del
consorcio crecido en diferentes concentraciones de cloruro de amonio.

por nitrégeno, sino mas bien siempre hubo exceso del mismo.
3. Se plantean tres hipdtesis para entender este comportamiento, y que dados los alcances del
trabajo no permiten una conclusidn al respecto, estas son:
i. Dado que el nitrégeno no es limitante, es posible que otro nutrimento sea el que limite el
crecimiento celular.
ii. Que el consorcio tenga capacidad nitrificante por lo que el amonio en exceso esté siendo
oxidado por alguna especie microbiana para la obtencion de energia.
iii. La tercera posibilidad esta relacionada al mecanismo de asimilacién de amonio. Esto es,

que al no haber problemas de transporte de amonio las células sean deficientes en la enzima
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glutamato deshidrogenasa (GDH), ya que la glutamato sintetasa (GS) es inactiva en medios
con exceso de amonio, mientras que por el contrario GDH es inactiva en bajas de amonio (1
mM) y activa en altas de amonio (10 mM). En tanto glutamato sintasa (GOGAT), la tercera
via de asimilacion de nitrégeno, se ha reportado que necesita de glutamina para su induccién.
(Rawlings y Kusano, 1994, Tyler, 1978)

En referencia al pH se puede sefialar que presenta un comportamiento caracteristico del
crecimiento del consorcio. Se observa asi en todos los casos una disminucién del pH debido a
las formacion de sulfatos. Se observa ademas que despues de las 24 horas de cultivo, el pH
presenta el mayor cambio de su valor, esto debido a que el punto de equivalencia del
amortiguador de fosfatos que se utiliz6 se encuentra a un valor de pH de 4, que
aproximadamente corresponde al comportamiento observado en las cinéticas de crecimiento.

Efecto del nitrato de potasio

Finalmente se evalué el efecto del nitrato de potasio sobre el crecimiento del consorcio. Como
se observa en la Figura IV.10 en las diferentes concentraciones del nitrato no se presentaron
diferencias en crecimiento ni en la actividad sulfoxidante. Es decir que los microorganismos
pueden llevar a cabo la reduccién del nitrato via asimilativa. El nitrato es determinante en
ciertos microorganismos facultativos como Thiobacillus denitrificans. Este microorganismo
tiene la capacidad de utilizar al nitrato como aceptor de electrones lo que le permite crecer en

condiciones anaerobias.
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Figura IV.10 Crecimiento (A) y produccion de sulfatos (B) del consorcio crecido en diferentes

concentraciones de nitrato de potasio.
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IV.5 Efecto de diferentes concentraciones de extracto de levadura

El cultivo de consorcios microbianos implica un manejo de ciertas condiciones de cultivo
distintas a las utilizadas en cepas puras. Una de estas diferencias es que no son necesarias
condiciones de esterilidad en el manejo del consorcio. En el caso del consorcio sulfoxidante, €l
medio mineral utilizado, que emplea como fuente de energia algin compuesto reducido de
azufre, impone condiciones nutricionales adecuadas para el crecimiento de estos
microorganismos.

Por otro lado, la coexistencia con microorganismos heterétrofos, o bien condiciones en las
cuales el medio contenga materia organica, es comun en los procesos de eliminacién de
contaminantes con €stos microorganismos.

En el consorcio sulfoxidante utilizado en este estudio, se ha observado la presencia de hongos,
levaduras y bacterias. Se ha observado que los hongos y levaduras desempefian un papel
determinante en la formacién de la biopelicula en biolavadores de lecho escurrido, utilizados
para la oxidacién de HyS y CS, (Hugler y col, 1996). En tanto, las bacterias desempeiian la
principal actividad oxidante del sistema (Alcéntara y col, 1999).

Sublette y Sylvester (1987) reportaron que, aunque Thiobacillus denitrificans es capaz de crecer
en medios inorgéanicos, se presenta una contaminacion por heterétrofos si el cultivo no se opera
bajo condiciones de asepsia. Sin embargo, el crecimiento de heterétrofos estuvo aparentemente
limitado por la disponibilidad de carbén organico derivado de los productos de desecho o bien
de la lisis celular de los autétrofos. Asimismo, estos autores aportaron evidencia de que la
presencia de microflora heterotréfica no tuvo efecto sobre la oxidacion de H)S por el
microorganismo.

En el tratamiento de "aguas amargas” proveniente de los procesos de refinacion de petrdleo, se
observé que la presencia de compuestos orginicos como benzeno (Smg/l), tolueno (2mg/l),
fenol (5 mg/l) y 4cido carboxilicos (400 mg/l), no afecté la actividad de Thiobacillus
denitrificans para oxidar al sulfuro de hidrégeno (Sublette y col., 1998; Rajganesh y col, 1995).
De acuerdo a Madigan y col. (1999), en los ambientes naturales (microhabitats) se presentan dos
formas de vida microbiana: de competicidén o bien de cooperacion microbiana. En el caso de la
cooperacién microbiana se ha observado que los microbios heterétrofos utilizan la materia
organica del héabitat mientras los litétrofos utilizan los compuestos inorganicos, incluido
aquellos que pueden ser téxicos para los heterétrofos como el H,S. Otro caso que sefialan es la
coexistencia de bacterias sulfato reductoras y sulfuro oxidantes; en este caso el producto de un
organismo (H2S de la reduccién de SO42-) es el sustrato del otro microbio (HS + O —»- S° +
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H>0).

Dada la importancia de las condiciones de cultivo en cuanto a sus caracteristicas de heterotrofia,
se estudié el efecto del extracto de levadura sobre el crecimiento, produccién de sulfato y pH del
consorcio. Se evaluaron concentraciones crecientes del extracto de levadura: 0,0.1,0.2,0.5,1y
1.5 g/l y como control el medio mineral. Se eligié este componente también como posible
aporte de factores de crecimiento, de acuerdo a los medios de cultivo sefialados para thiobacilli
por ATCC. Los resultados se presentan en la Figura IV.11.

Como se observa el extracto de levadura a una concentracién de 0.5 g/l favorece, sin perder la
actividad sulfoxidante, el crecimiento del consorcio alcanzando valores de crecimiento de 641
mg proteina/l. El incremento es de aproximadamente 2.3 veces respecto al control (300 mg
proteina/l a las 48 h de cultivo). Sin embargo, como se observa en la Figura IV.11(B), no se
observé ningtin efecto sobre la oxidacién del tiosulfato, medida como formacién de sulfato. Las
concentraciones menores del extracto levadura, de 0.1 y 0.2 g/l, si bien permitieron un mejor
crecimiento (350 y 380 mg proteina/l) del consorcio, no presentaron un incremento de la
oxidacién (no mostrados).

Las condiciones de extracto de levadura de 1 y 1.5 g/l permiten obtener un incremento notable
de la biomasa respecto al control. Asi, se observaron datos de 726 mg/] de proteina en 1.5 g/l del
extracto. En cambio Ia oxidacién de tiosulfato se vio completamente abatida.

Al comparar los valores de crecimiento debidos a la adicidén de nitrégeno del extracto de
levadura se obtiene lo siguiente: Si se considera que el extracto de levadura contiene 8% de
nitrégeno total, entonces las cantidades adicionadas de nitrégeno fueron 8, 16, 40, 80 y 120
mg/l. Para los casos de 8 y 16 mg/l el incremento de biomasa fue de aproximadamente 50 y 80
mg/1 respectivamente. Es decir que sin afectar la actividad sulfoxidante, el extracto de levadura
(8 y 16 mg/l) adicionado al medio mineral con 140 mg/l (10 mM) de amonio de los cuales se
consumieron 70 mg/l, favorecen el crecimiento microbiano. Esto posiblemente debido al aporte
de vitaminas por el extracto de levadura. En algunas cepas puras de Thiobacillus se ha
recomendado la adicién de vitaminas para su cultivo como lo muestran los medio de ATCC.

Al adicionar 40 mg/! de nitrégeno del extracto de levadura, el crecimiento se increment6 2.3
veces aunque la actividad sulfoxidante no fue afectada. Nuevamente el medio no esta limitado
por nitrégeno, y en total se adicionaron 180 mg/l del mismo. Es decir que el extracto de
levadura esta aportando algin nutrimento al medio mineral que favorece el crecimiento celular,
sin embargo al no observarse un incremento de la actividad sulfoxidante es posible que no sean
las bacterias sulfoxidantes las que presenten un mayor crecimiento. Lo que permite suponer la
presencia de mixétrofos, o bien que la poblacion sulfoxidante en estas condiciones aiin mantiene

91




Resultados

— B ~Controt
-~ @ -ELOS g/
--@--EL1g/
800 cooBf EL 1.5/
Y S
700 P vempes T -, s S
~ 600 .’ ’,.‘1:‘---- —_—
S TS RN SRR
S Y
w s00f S
£ K o _
£ 300/ - i S N,
& 200-f i o 7
Y]
100£

I R I L
tiempo (h) (A)

sulfatos (g/1)

tiempo (h) (B)
10
-
o .. P
- e I
’J
e
T A A
(o} N .
\."’— N~ P -3
0 : Il i L : J
0 12 24 36 48 60 72

tiempo (h) (©)

Figura IV.11 Crecimiento (A), produccién de sulfatos (B) y pH del consorcio crecido en
diferentes concentraciones de extracto de levadura (EL), utilizando una concentracién de
tiosulfato de 20 g/1.
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un equilibrio con los microorganismos heterétrofos. Este equilibrio se pierde al adicionar 80 y
120 mg/1 de nitrogeno a partir del extracto.

De esta manera, se puede considerar que hasta concentraciones de 0.5 g/l de extracto de
levadura los microorganismos heterétrofos presentes en el consorcio son los que consumen la
materia organica, lo que se ve reflejado en el incremento del crecimiento. Por tanto, la actividad
sulfoxidante no resulta afectada. Asimismo, permite suponer que los thiobacilli del consorcio
son mixétrofos por lo cual crecen en estas condiciones de cultivo, aunque si se estimula su
crecimiento esto no se vio reflejado por un incremento de la actividad sulfoxidante. Steinmuller
y Bock (1976) reportaron un crecimiento mixotréfico de bacterias oxidantes de nitrito que
estimuld tanto el crecimiento especifico como el rendimiento celular. tiosulfato de 20 g/l.
Observaron, en diferentes cepas de Nitrobacter, cultivadas con filtrados de cultivos de
microorganismos heterétrofos crecidos en extracto de levadura-peptona, que la oxidacion de
nitrito se incrementd hasta un 200% y el rendimiento de biomasa en 40%. Desconocen el
mecanismo de estimulacién, aunque sefialan que este pudiera estar relacionado con el consumo
de componentes inhibitorios del crecimiento de Nitrobacter por parte de los heterdtrofos. Sin
embargo, sus resultados mostraron que la presencia de acetato o piruvato en el medio de cultivo
inhibia el crecimiento de los quimiolitotrofos. Afirman entonces que la inhibicidn se presenta en
funcién del tipo de compuestos utilizado asi como de la cepa nitritoxidante. Cuando los cultivos
que perdieron actividad fueron nuevamente crecidos en el medio mineral, los autores observaron
que los microbios recuperaron la actividad quimiolitotréfica en tiempos de entre 3 y 4 semanas,
lo cual les permitié concluir que los microorganismos mixétrofos pierden actividad cuando
disponen de ciertas fuentes organicas para su crecimiento.

En este estudio, para poder concluir y siguiendo los estudios de Steinmuller y Bock (1976), los
cultivos crecidos en 1 y 1.5 g/l de extracto de levadura se transfirieron a medios inorgénicos. Se
encontrd que la actividad sulfoxidante fue recuperada después de la segunda semana de cultivo,
lo que hace suponer que en el consorcio las bacterias sulfoxidantes presentan caracteristicas
mixotréficas y que al crecer con fuentes organicas, en concentraciones mayores de 0.5 g/l de
extracto de levadura, pierden actividad quimilittrofica. Al respecto, Steinmuller y Bock (1976)
sefialan que cepas de Nitrobacter crecidas heterotréficamente presentaron bajos niveles de
nitrito oxidoreductasa, Io que indica que las enzimas son inducibles por las condiciones de
cultivo. Reportaron ademas que el microorganismo necesita de 3 a 4 semanas para la induccion
de la enzima antes de iniciar su actividad sulfoxidante. Explicacién que puede extrapolarse al
comportamiento del consorcio estudiado.

Los resultados mostraron que: a) la influencia de materia orgénica puede estar relacionada tanto
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con el crecimiento como con la actividad quimiolitotréfica; b) Se puede estimular el crecimiento
lo cual no implica que la actividad se vea afectada positiva o negativamente; c) El efecto esta en
funcién de las concentraciones y tipos de compuestos organicos adicionados al medio de
cultivo. d) Existen autétrofos facultativos (mixétrofos) que pueden crecer heterotréficamente y
perder su capacidad sulfoxidante, pero recuperan esta en condiciones de cultivo adecuadas;

finalmente e) esta capacidad es caracteristica del género y especie microbiana.

IV.6 Cinéticas de crecimiento y producciéon de sulfatos del consorcio en un
fermentador agitado

Para iniciar el estudio de la oxidacién de compuestos azufrados en condiciones controladas de
oxigeno, pH y temperatura se utilizé un fermentador agitado. Los primeros experimentos para el
consorcio, consistieron en evaluar el crecimiento y produccidn de sulfatos en un medio con 20
g/l de tiosulfato, con y sin extracto de levadura (0.5 g/1), controlando el oxigeno disuelto en 1.6
mg/1. En los experimentos el pH en un caso no fue controlado y en otro se controlé en 7.0. En €l
primero se sigui6é su tendencia a través del tiempo. Los resultados se presentan en la Figura
IV.12 (sin control de pH) y IV.13 (pH=7.0).

Como se observa en la Figura IV.12 para el consorcio la fase estacionaria se alcanzd
aproximadamente a las 48 horas de cultivo. Esto coincidié con la caida de pH del sistema y la
oxidacién completa del tiosulfato. El comportamiento es parecido al observado en matraz, sin
embargo la fase estacionaria se alcanzé 12 h mas tarde. El crecimiento del consorcio se vio
favorecido cuando al medio se adicionaron 0.5 g/l de extracto de levadura, incrementandose de
300 mg proteina/l a 629 mg proteina/l. La fase estacionaria se alcanzd aproximadamente a las
72 h y la biomasa disminuye disminuir el crecimiento a las 132 horas aproximadamente.
Respecto a la formacién de sulfatos se observa que en condiciones de heterotrofia la
acumulacion del compuesto fue lenta respecto al control. Asi, para alcanzar el maximo de
oxidacién de tiosulfato (26 g/l de sulfato), el consorcio necesité de aproximadamente 192 h de
cultivo. En tanto en el medio de tiosulfato la oxidacién completa de la fuente de energia se
observ6 a las 72 h. La disminucién del pH coincide con el incremento de la concentracién de
sulfatos, sin embargo en ambas condiciones de cultivo se observé un incremento del pH para
iniciar su disminucién después de 24 h y 120 h para los medios de tiosulfato y extracto de
levadura respectivamente. El caso del extracto de levadura, el mayor incremento del pH se debe
a la desaminacién de los amino4cidos del extracto. Los resultados anteriores difieren de lo
observado en los cultivos en matraz. Se puede suponer que la diferencia se pudiera deber al
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Figura IV.12 Crecimiento (A), produccién de sulfatos (B) y pH (C) del consorcio crecido en un
fermetador agitado en cultivos en lote sin control de pH, oxigeno disuelto de 1.6 mg/l y 30 °C de
temperatura. Las condiciones evaluadas fueron: tiosulfato (20 g/1) y tiosulfato (20 g/l) mas
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Figura IV.13. Crecimiento (A), produccion de sulfatos (B) del consorcio crecido en un
fermetador agitado en cultivos en lote con control det pH 7, oxigeno disuelto 1.6 mg/l y 30 °C
de temperatura. Las condiciones evaluadas fueron: tiosulfato (20 g/1) y tiosulfato (20 g/l) mas
extracto de levadura (EL) 0.5 g/1.

del consorcio. Entre estos cambios, la oxigenacion es un factor a considerar en el sentido que
posiblemente permita mejores condiciones de crecimiento de los microorganismos del consorcio
(heterétrofos y sulfoxidantes) por lo que el equibrio de las poblaciones puede cambiar. Por otro
lado el pH desempefia un factor importante de la oxidacién. De acuerdo a los resultados se
puede afirmar que bajo estas condiciones de cultivo el extracto de levadura en concentraciones
de 0.5 g/l retrasa la oxidacidn de tiosulfato sin afectar el crecimiento de los heterdtrofos del
consorcio (Figura IV.12A). '
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En la Figura V.13 donde se muestran los resultados obtenidos en los experimentos de control
de pH, se observa que tanto la condicién de tiosulfato de sodio y tiosulfato mas extracto de
levadura, los tiempos de la fermentacién se incrementaron considerablemente. Esto se observa
claramente en la oxidacién del tiosulfato a sulfato, ya que en condiciones quimilitotrofas el
consorcio necesité de aproximadamente 168 horas para alcanzar los maximos de conversién (26
g/1 de sulfato). En tanto, en el cultivo con extracto de levadura solamente se logré un 43 % de
oxidacién (15 g/l de sulfatos) a las 192 h. Al parecer el pH es un factor importante de la
oxidacién y como se puede concluir el pH de 7 no favorece la oxidacién de tiosulfato. Por otro
lado, utilizando el mismo consorcio se reporté (Alcantara y col., 1999) que la oxidacién de
bisulfuro de carbono fue mejor a valores de pH entre 6 y 7. Robertson y Kuenen (1991) sefialan
que la actividad sulfoxidante de los thiobacilli, en relacién al pH, esta en funcién de la especie.
Por su parte Buisman y col (1989) encontraron que los valores de pH en intervalos de 7 a 9
fueron los Optimos para un consorcio sulfuro oxidante. El consorcio de este estudio fue
evaluado para la oxidacién de bisulfuro de carbono y se encontré que la mayor actividad se
obtuvo en valores pH de 6 y 7 (Alcantara y col., 1999). Por su parte Sublette (1987), en trabajos
con Thiobacillus denitrificans, encontré que este microorganismo presentd actividades de
sulfoxidacién optimas a un pH de 7. Los resultados observados condujeron a disminuir el pH de

control a 5.5 para las posteriores evaluaciones en cultivo continuo.

IV.7. Efecto de inhibidores de crecimiento sobre la actividad sulfoxidante del
CONsorcio

De acuerdo a los estudios sobre la composicién de las especies microbianas del consorcio
sulfoxidante proveniente de los biolavadores de lecho escurrido, efectuados por Hugler y col.
(1996), el consorcio esta constituido por una comunidad microbiana heterogénea, hongos,
levaduras y bacterias. Esta diversidad microbiana es conveniente tanto para la formacién de la
biopelicula en el soporte del biolavador, como en la oxidacién de los compuestos reducidos de
azufre.

Con Ia finalidad de evaluar la actividad sulfoxidante que presentan tanto heterétrofos (hongos)
como litétrofos (bacterias) del consorcio se utilizaron inhibidores del crecimiento para ambas
especies microbianas. Para ello, en el medio Sabouraud con 10 mg/l de cloramfenicol y en el
medio mineral con 5 mg/l de nistatina fue crecido el consorcio, utilizando CS; como fuente de
energia. La actividad sulfoxidante fue determinada por respirometria y las bacterias fueron

identificadas por tinciéon Gram, ademas de observar preparaciones de los cultivos en el
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microscopio de luz. Los resultados se muestran en la Tabla IV.1.

El medio Sabouraud més cloramfenicol presentd buen crecimiento para los microorganismos
heterétrofos, hongos y levaduras y no se observd crecimiento bacteriano. La actividad
sulfoxidante que presentan estas especies fue de 0.3 mg CS2/8 proteina min. Por otro lado en el
medio mineral mas nistatina se observd el crecimiento de bacterias gram negativas, muy
posiblemente del género Thiobacillus. La actividad de oxidacién de CS; fue aproximadamente 7
veces mayor a la observada para los hongos y levaduras, 2 mg CSy/g proteina min. La
importancia de los microorganismos heterétrofos en el consorcio, se ha relacionado a la
formacidn de biopelicula en sistemas como los biolavadores de lecho escurrido lo que sefiala su

importancia de formar parte del consorcio.

Tabla IV.1. Crecimiento microbiano y actividad sulfoxidante del consorcio en medio
suplementados con inhibidores de crecimiento, utilizando CS; (100 mg/1) como sustrato

a30°CypH7.

Microorganismos/ Hongos Levaduras Bacterias Actividad
Medio mg CSy/gproteinamin
Sabouraud+ 0.3
Cloramfenicol (1.25 U/ml)  (+++) (+++) )

Mineral Media + ) 2.0
Nistatina (8 ug/ml) ¢) ) Gram-negativas
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CULTIVO EN QUIMIOSTATO.

Una de las finalidades de realizar estudios a nivel laboratorio sobre procesos de eliminacién
biolégica de contaminantes es el escalamiento para su posterior aplicacién industrial. Es
necesario para ello establecer el tipo de reactor que presente las mejores caracteristicas de
eliminacion del contaminante. En el caso de los compuestos reducidos de azufre se han
utilizado los reactores totalmente agitados, que utilizan un consorcio sulfoxidante (Buisman
y col. 1989) o cepas puras de Thiobacillus (Sublette, 1987; Visser y col, 1997), para la
eliminacién de sulfuro de corrientes acuosas. Este sistema se utiliza también para el
tratamiento de corrientes acuosas contaminadas con tiosulfato y tiocianatos de la industria
fotografica (Robertson y Kuenen, 1991). Por su parte Janssen y col. (1997) reportaron que
al separar la agitacion y la aireacion del reactor donde se efectia la oxidacion de sulfuro por
un consorcio sulfoxidante, se favorecié una maxima acumulacién de azufre elemental.
Asimismo, Gommer y col. (1988a, 1988b) sugieren la utilizacién de reactores de lecho
fluidificado para un proceso simultaneo de desnitrificacion y sulfuroxidacién. Se identifico
a Thiomicrospira sp. como uno de los microorganismos del consorcio. En el caso del
tratamiento de gases contaminados con sulfuros (H3S y CS») se han utilizado biolavadores
de lecho escurrido (Revah y col., 1995; Torres y col., 1993) asi como biofiltros (Yang y
Allen, 1994; Duma-Degorce y col., 1997). En ambos procesos se utilizaron consorcios
sulfoxidantes.

De esta manera el cultivo continuo en un reactor completamente agitado del consorcio
sulfoxidante y de Thiobacillus thioparus ATCC 23645 fue la siguiente etapa de estudio de
la oxidacién de tiosulfato. El objetivo fue evaluar el comportamiento y caracteristicas de los
microorganismos que intervienen en la oxidacion de los compuestos reducidos de azufre en
quimiostato. Esto con la finalidad de establecer las condiciones bajo las cuales se favorece
la oxidacién parcial del tiosulfato a azufre elemental. Para ello se evalud el efecto de la
concentracién de oxigeno, el uso de inhibidores de cadena respiratoria (tiocianatos y
cianuro) y el uso de inhibidores de actividad enzimatica (NEM), que inhibe la oxidacién del
azufre.

1V.8 Cultivo continuo del consorcio.

En las Figuras IV.14 y IV.15 se presenta el comportamiento del consorcio sulfoxidante en
quimiostato. En la Figura I'V.14 el tiempo que se grafica es de 1000 dias y corresponde a
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Figura IV.14. Cultivo continuo del consorcio sulfoxidante a lo largo del estudio, ¢l pH fue
controlado en 5.5 y 30 °C de temperatura. (— a) arranque del cultivo; (= b, - ¢)
estabilizacién, crecimiento de 100 mg/l de proteina, en tasas de dilucién de 0.5 d*; (— d)
D= 3 d”; (— e) valores cercanos a la tasa de dilucién critica D=3.4 d'; (= f) D=2.44d"; (—
g) oxigeno disuelto 1.6 mg/l a una D=3 d"; (- h) limitacién por oxigeno, concentraciones
de 0.1mg/l, 0.085 mg/l y 0.07 mg/l (= i) ; (- j) uso de los inhibidores cianuro y NEM en
concentraciones de 1 mM; (— k), estabilizaciéon; (—1) D=3 d"".

una representacién del consorcio a lo largo del estudio, aunque cabe sefialar que el reactor
continda en operacién. En la Figura IV.15 el tiempo que se grafica es de 90 dias de cultivo
y representa el arranque del reactor, mostrandose ademas algunos cambios de la tasa de
dilucion asi como de la concentracidn de tiosulfato del medio. El pH se controlé en 5.5 y el
oxigeno disuelto en 3.8 mg/l en los 90 dias de cultivo. La concentracidn inicial de tiosulfato
fue de 20 g/l. El cultivo se inici6 en lote y al momento de alcanzar la fase estacionaria se
cambi6 a continuo utilizando una D de 0.2 d’. Posteriormente se redujo la concentracidn
del tiosulfato en el medio a 10 g/, con esto se varié la carga de entrada del tiosulfato.

En la Figura IV.14 de manera general, se observan diferentes condiciones de operacién del
quimiostato. El consorcio alcanza una estabilidad después de que el reactor operd en tasas
de dilucién mayores de 1 y concentraciones de tiosulfato de 10 g/l. Esto, teniendo en cuenta
las condiciones de arranque del reactor, principalmente la concentracién de sustrato inicial
(20 g/I). De esta manera, el consorcio presenté valores de crecimiento de 100 mg/l para
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valores de D= 0.4 d", disminuyendo este a 60 mg/] en tasas de dilucion mayores ¢ iguales a
D=1.2 d-!. En tanto a una D=3.4 d", el consorcio no fue capaz de oxidar todo el tiosulfato
de entrada, lo que indicé la cercania a la tasa de dilucién critica, por lo cual el crecimiento
disminuye a valores de 30 mg/l de proteina. Cuando se evaluaron diferentes
concentraciones de oxigeno se observé que el cultivo fue capaz de crecer en 0.2 mg de O,/1
con la acumulacién de azufre elemental en el medio. En tanto las concentraciones menores
de oxigeno, 0.07 mg/1 y menores afectaron el crecimiento del consorcio y por lo tanto la
oxidacién del tiosulfato. El uso de inhibidores mostré o el efecto negativo sobre el
crecimiento del consorcio, en tanto que e} tiocianato no afecto la oxidacion del tiosulfato.
En la Figura IV.15 donde se presenta 90 dias de operacién, se observa que el consorcio
después de la fase exponencial de crecimiento alcanza un estado estacionario en
aproximadamente 2 dias de cultivo. En este tiempo oxida todo el tiosulfato presente y se
alcanza el méaximo de conversién a sulfato (26 g/l). En este momento se inici6 la
alimentacion de medio. A un valor de D=0.2 d" todo el tiosulfato de entrada (Qs,0,> =1.8
g/1 @) fue oxidado a sulfatos (Qso.’= 2.5 g/1 d). El consorcio alcanzo un estado estacionario
y a los 14 dias de cultivo se cambid la concentracion de tiosulfato en el medio a 10 g/l (—a)
utilizando la misma tasa de dilucién. Como se puede observar la concentracién de sulfatos
empezo a disminuir con el tiempo hasta alcanzar el estado estacionario aproximadamente a
los 12 dias de cuitivo, con oxidacién completa dei tiosulfato.

Al disminuir la concentracién de tiosuifato, disminuyé la concentracién del sulfato y el
crecimiento del consorcio fue estimulado. En estas condiciones se alcanzaron valores de
aproximadamente 550 mg proteina/l mientras que en 20 g/l de tiosulfato los valores fueron
de aproximadamente 300 mg/l. Los valores de crecimiento observados son similares a los
obtenidos en matraz (aprox. 380 mg proteina/l) en concentraciones de sulfato de 26 g/l. Sin
embargo para 13 g/l de sulfatos el valor de proteina en el fermentador agitado fue 3 veces
mayor (150 mg/l en matraz vs 550 mg/l en fermentador). Al parecer el crecimiento del
consorcio presenta una compensacion de este parametro al salir de condiciones de cultive
de estrés iénico y posiblemente exista también una adaptacién de los microorganismos a las
condiciones de concentraciones altas de sulfato, lo cual permitié observar un aumento
significativo en su valor. Un resultado similar es el reportado por Janssen (1997) donde un
consorcio sulfoxidante presenté una actividad compensatoria cnando se interrumpi6 la
alimentacién de sulfuro y se utilizé azufre elemental como fuente de energia. El efecto se
vio reflejado a su vez en un incremento del crecimiento respecto al crecimiento en azufre

elemental donde no se utilizo6 sulfuro de hidrégeno.
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Figura IV.15. Crecimiento y produccién de sulfatos en quimiostato del consorcio en 90
dias de cultivo. (— a) cambio de concentracién de tiosulfato de 20 a 10 g/l. (= b) cambio
de tasa de dilucién de 0.2 a 0.5 d”'. (— c) cambio de tasa de dilucién de 0.5 0.1 d".

Finalmente en la Figura IV.15 se observan dos estados estacionarios al cambiar la tasa de
dilucién. El primer cambio fue el paso de D =0.2 d auna D = 0.5 d” (—> b), mientras que ¢l
segundo cambio fue al pasar de D = 0.5 d' a D = 1 d'. Ambas condiciones presentan
estados estacionarios en aproximadamente 14 y 8 dias con oxidacién completa del
tiosufalto.

No se detectaron intermediarios de la oxidacion lo que hace suponer que el consorcio sigue
una via oxidativa directa a sulfato.

IV.9 Cultivo continuo de Thiobacillus thioparus ATCC 26345

En la Figura IV.16 se presenta el comportamiento de Thiobacillus thioparus en
quimiostato. El tiempo que se grifica es de 78 dias de cultivo, con cambios en D. El pH se
controlé en 6 de acuerdo a las caracteristicas sefialadas para esta cepa por ATCC. El
oxigeno se control6 en 3.8 mg/l y la concentracién de tiosulfato fue de 10 g/1. El cultivo se
inicié en lote y al momento de alcanzar la fase estacionaria se cambid a cultivo continuo
con una tasa de dilucién D=0.2 d"'. Aproximadamente a los 6 dias de cultivo Thiobacillus
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Figura IV.16. Crecimiento y produccién de sulfatos en quimiostato de Thiobacillus
thioparus ATCC 26345 en 78 dias de cultivo. (— a) cambio de tasa de diluciéon de 0.2 a 0.5
d"'. (— b) cambio de tasa de dilucién de 0.5a2 0.9 4.

thioparus entré en fase estacionaria de crecimiento alcanzando valores maximos de
oxidacion (13 g/l de sulfato) y un crecimiento de 700 mg proteina/l. En general se observé
que este microorganismo presentd valores de crecimiento mayores que el consorcio. Al
parecer una mayor cantidad de energia esta disponible para el crecimiento del
microorganismo. Como se ha reportado (Robertson y Kuenen, 1991) el crecimiento de las
diferentes especies de thiobacilli es funcién de la cepa.

Se observan también dos estados estacionarios por el cambio de la tasa de dilucidn. El
primer cambio fue de el paso de D = 0.2 d"! a una D = 0.4 d"! (—a) alcanzando un estado
estacionario a los 16 dias de cultivo, con la oxidacién total del sustrato (5.2 g/l d de
sulfatos). El segundo cambio fue de D=0.4 a una D = 0.9 (— b) y el estado estacionario se
observo aproximadamente a los 8 dias del cultivo, presentado también oxidacién completa
del tiosulfato.

Se detecté al sulfito como intermediario de la oxidacién. Lo que hizo suponer un
comportamiento diferente de este microorganismo respecto al consorcio con relacion al
metabolismo oxidativo de tiosulfato.
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V.10 Efecto de la tasa de dilucién sobre el crecimiento y la oxidacion en el
consorcio y Thiobacillus thioparus ATCC 26345.

a) Consorcio.

Bajo las mismas condiciones sefialadas en IV.9, se evaluaron diferentes tasas de dilucion
sobre la actividad sulfoxidante y el crecimiento del consorcio. Para ello se incrementd la
tasa de dilucién hasta valores cercanos a la tasa de dilucién critica, graficando los estados
estacionarios para cada D. Los resultados se presentan en la Figura IV.17. Asimismo el
balance de la oxidacion se presenta en la Tabla IV.2.

Como se observa el consorcio presenta un comportamiento caracteristico en quimiostato y a
valores de D= 3.4 d' nos acercamos a la tasa de dilucién critica donde el reactor se empieza
a lavar.

De acuerdo a la Tabla IV.2 se puede sefialar que, hasta una D=3 d"' todo el tiosulfato es
oxidado a sulfatos. Asi, para una carga de tiosulfato de Qs,0,> = 27 g/l d se encuentra a la
salida una carga de sulfatos de Qgp,> =40.2 g/1d.

Como se indic6, a una D= 3.4 d"' el consorcio se acerca a su tasa de dilucién critica (Dc). A
este valor de D el crecimiento disminuye y se detecta tiosulfato a la salida del consorcio
(Qs.0:* =5 g/l d). La eficiencia oxidativa (g sulfato/mg proteina dia) parece estar cerca del
limite en funcién del tiempo de residencia del medio (aprox. 7h)

El cultivo continuo del consorcio muestra su baja capacidad de crecimiento, indicando que
gran parte de la energia generada a partir de la oxidacion de tiosulfato se utiliza para la
fijacion de CO,. Este factor puede favorecer una mayor capacidad respiratoria, relacionada
a una necesidad de producir ATP para utilizarlo en el flujo inverso de electrones. Por otro
lado, es notorio la disminucién del crecimiento al pasar de una D=0.4 d"' a una D=1.2 d",
que puede atribuirse a una mayor seleccién de los microorganismos sulfoxidantes, es decir
que los heterétrofos que son poco efectivos en la oxidacién tienen una menor posibilidad de
crecimiento a mayor tasa de dilucién.

Los resultados de la cuantificacién de intermediarios y producto final de la oxidacion de
tiosulfato mostraron que no se formaron intermediarios de la oxidacién. De este modo, bajo
las condiciones de estudio evaluadas, se detecté unicamente sulfato. Dadas las
caracteristicas de cultivo del consorcio, como capacidad mixotréfica, y de acuerdo a lo
sefialado por Kelly y col. (1997) es posible que la ruta de oxidacién utilizada sea la via
directa a sulfatos (TOMES).
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Figura IV.17 Estados estacionarios de diferentes tasas de dilucidon vs. crecimiento y
compuestos reducidos de azufre del consorcio sulfoxidante.

Tabla IV.2 Balance de la oxidacion de tiosulfato en el cultivo continuo del consorcio.

D Qs:05%  S°(e) SO2(s) Qs04’(s) $,0,7(s) Qs:057(s) S°(s) Proteina

@y  fg1d (g (g (gnd (g fg/1d) (g (mg/)

0.4 3.6 1.5 13.0 52 0 0 1.3 100
1.2 10.8 4.5 13.2 15.6 0 0 43 60
1.8 16.2 6.8 12.9 23.04 0 0 6.3 60
24 21.6 9.1 12.8 30.14 0 0 8.8 60
3.0 27.0 1.3 13.4 40.2 0 0 10.8 50
34 30.6 12.9 10.0 30.6 1.5 5 12.04 30
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b)Thiobacillus thioparus ATCC 26345

Bajo las mismas condiciones sefialadas en 10, se evalud el efecto del incremento de la tasa
de dilucion sobre el crecimiento y actividad sulfoxidante de Thiobacillus thioparus ATCC
26345. Para ello se incremento D hasta detectar la proximidad de la tasa de dilucién critica
(Dc). Los resultados se presentan en la Figura IV.18. En la Tabla IV.3 se presenta el
balance obtenido de 1a oxidacion del tiosulfato.

Se puede observar en la figura que a una D=0.9 d-! (Qs,0,> = 8.1 g/l d) la cepa pura
presenta una oxidacién completa del sustrato. De esta manera, todo el tiosulfato de entrada
es oxidado a sulfato y sulfito (Qso,> = 11.9 g/1 d, Qgo,> = 0.9 g/l d). Sin embargo al
incrementar la tasa de dilucién a D= 1.2 d"' este microorganismo ya no es capaz de utilizar
todo el sustrato de entrada. Por lo tanto se detecta este compuesto a la salida del reactor en
una carga de (Qs,0,> salida) 1.2 g/l d y el crecimiento a su vez empieza a disminuir.
Cuando se incrementé ain mas la tasa de dilucion este efecto es mas evidente. Asi, para una
D= 1.9 " el crecimiento disminuye notablemente, pasando de 280 mg/l para una D=0.9 d-!
a 160 mg/l para una D=1.9 "'

Como se sefial6 anteriormente Thiobacillus thioparus tiene la capacidad de crecer mas que
el consorcio sulfoxidante. Esto puede observarse si se compara los valores de crecimiento
observados en ambos (Figura IV.15 y 1V.16). Asi a una misma D=1.2 d* los valores de
crecimiento fueron para el consorcio de 60 mg/l, mientras que para la cepa pura fue de 250
mg/l. Thiobacillus thioparus crece 4 veces mas que el consorcio. Sin embargo presenta una
menor eficiencia de oxidacién (g sulfato/mg proteina d) que lo limita para crecer en tiempos
de residencia cortos. Asi, para la misma D=1.2 d"' el consorcio tiene una eficiencia
oxidativa 10 veces mayor.

Este comportamiento se puede relacionar a una menor capacidad respiratoria del
Thiobacillus thioparus, como se explica a continuacion:

En primera instancia se puede deducir de estos experimentos que la cepa de Thiobacillus
thioparus es mas eficiente para utilizar la energia disponible para su crecimiento. No asi el
consorcio sulfoxidante que al parecer gran parte de la energia no va a crecimiento sino
posiblemente se "gaste” en el flujo inverso de electrones. Esto hace que el consorcio
necesite de un mecanismo maés eficiente de generacion de energia para su crecimiento y
conservacion, es decir oxidar mds y en mayor cantidad al sustrato. La manera en que un
microbio tiene mayor eficiencia de oxidacién se puede relacionar a una mayor capacidad
respiratoria. Esto es qhe oxidan mayor cantidad de sustrato por una mayor capacidad de
incorporar electrones a la cadena respiratoria para la generacion de ATP. Para ello es
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Figura 1V.18. Estados estacionarios de diferentes tasas de dilucién vs. crecimiento y
compuestos reducidos de azufre de Thiobacillus thioparus ATCC 26345.

Tabla IV.3. Balance de la oxidacion de tiosulfato en el cultivo continuo del Thiobacillus
thioparus ATCC 26345.

D Qs:0:% S9%e) SO4(s) Qs042(s) 80:%(s) Qs0s2(s) S,0:7(s) QS205%(s) §°s) Prot

@) [gnd] [gNl (M  [gNd]  [gM [g/1d] {s/1] [gdl (g1l [mgn]

04 36 1.5 135 54 1.6 0.6 0 0 1.5 300
09 81 32 133 1.9 1.9 0.9 0 0 3.1 280
1.2 108 45 8.6 10.3 1.5 1.8 1.0 1.2 43 250
1.8 162 6.8 54 9.7 1.0 1.8 32 57 6.7 160
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necesario que dispongan de diferentes oxidasas terminales (citocromos) que tengan alta
afinidad por el oxigeno. Un mecanismo de referencia es el reportado para Azotobacter
vinelandii, el cual necesita de una alta tasa respiratoria para la generacion de ATP (til para
la fijacién de nitrégeno. Por lo tanto, sintetiza oxidasas con alta afinidad por el oxigeno que
le permiten una mayor eficiencia para la generacion de energia no reflejada en crecimiento
(Linkerhidgner y Oelze, 1997).

De lo anterior se puede deducir que posiblemente el consorcio sulfoxidante,
especificamente los microorganismos encargado de la oxidacién del tiosulfato, disponga de
oxidasas terminales de alta afinidad por el oxigeno. De esta manera al parecer ¢l consorcio
se "satura" menos, es decir acarrea mas rapidamente los electrones, que Thiobacillus
thioparus por lo que oxida mejor el tiosulfato, esto es, no s6lo en mayor cantidad sino mas
rapido.

Finalmente como se observa en la Tabla IV.3, la oxidacién de tiosulfato por Thiobacillus
thioparus forma al sulfito como intermediario. De acuerdo a estos resultados se puede
proponer que este microorganismo sigue una ruta de oxidacién via formacién de azufre y
sulfito antes de la oxidacidn completa a sulfato. Lyric y Suzuki (1969); Suzuky, (1999) y
Hooper y DiSpirito (1985) han reportado este mecanismo en un cepa de Thiobacillus
thioparus. Han propuesto que el sulfito formado se oxida completamente a sulfato via
fosforilizacion de sustrato, mientras el azufre se oxida a sulfato por la azufre oxidasa.

c). Comparacion de pardmetros del consorcio y Thiobacillus thioparus del
cultivo continuo.

En la Tabla IV.4 se presenta la comparacion del crecimiento (Yy, mg/l) rendimiento en
crecimiento (Yx/s, 8proteina/Btiosulfato) ¥ eficiencia de oxidacion (P D/Yx, Zsulfatos/ Bproteina
d) de ambos cultivos. Se puede observar que en todos los casos la eficiencia oxidativa es
mayor para el consorcio sulfoxidante. Este comportamiento se presenta tanto porque el
consorcio crece menos y a que en general oxida mas y a mayor velocidad el sustrato. Asi,

para una tasa de dilucién de 1.2 d-1, donde ambos cultivos oxidan completamente el
tiosulfato de entrada, la eficiencia es 5 veces mayor para el consorcio (56 Ssulfatos/Bproteina d

para Thiobacillus thioparus contra 250 Ssulfatos/8proteina d para el consorcio). La diferencia
es aun mayor cuando se incrementa la tasa de dilucién ya que la cepa empieza a no oxidar

completamente el tiosulfato. De esta manera para una D= 1.8 d-! la eficiencia oxidativa
para Thiobacillus thioparus fue de 96 8sulfatos/Eproteina d Yy para el consorcio de 380
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Zsulfatos/Bproteina d, 4 veces mayor para el consorcio. Al parecer la diferencia disminuye, lo
cual se explica por la disminucién del crecimiento de Thiobacillus thioparus dado que el
reactor se empieza a lavar. Kelly (1988), en una revisiéon de la bioenergética de los
thiobacilli, reporta rendimientos de crecimiento (Yy/smax en gpiomasa/MOltiosulfato) para
diferentes microorganismos de este género bacteriano crecidos en quimiostato, entre ellos
se puede mencionar: Thiobacillus versutus 8.1V gbiomasa/MOliosulfate; Thiobacillus
tepidarius 11 Ebiomasa’MOltiosulfato y Thiobacillus denitrificans 14.7
Ebiomasa’MOltiosulfato-g/mol. De acuerdo a los resultados obtenidos si se considera que la
biomasa contiene 50% de nitrogeno los gramos de biomasa observados en el quimiostato
(D=0.4 d-1) fueron: para Thiobacillus thioparus 0.120 Bproteina/l d que es igual a 0.240
8biomasa’/l d que al dividirlos entre la carga de tiosulfato 0.022 moliesulfate/l d, dan un
rendimiento igual a 7.5 gpiomasa/MOltiosulfato- En tanto para el consorcio es de 2.5
Ebiomasa’MOltiosulfato- En 12 bibliografia se ha reportado que Thiobacillus denitrificans en
general presenta mayor capacidad de crecimiento, lo cual para Sublette (1987) es una
caracteristica que le confiere ventajas sobre otras cepas quimiolitotréficas. Sin embargo en

Tabla IV.4 Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa de Thiobacillus thioparus

y €l consorcio sulfoxidante en quimiostato

Microorganismo Th Mx Th Mx Th Mx
D, d-! 0.4 12 1.8
Qs.0:*, g/l d 3.6 10.8 16.2
Psos, g/l 13.5 13 13.3 129 86 12.8
Yx, g/l 0.3 0.1 028  0.060 0.16 0.060
Yx/s, 8proteina/85205% 0.033 0.011 0.031 0006 0.017 0.006
P*D (Qso*), g/l d 5.4 52 15.9 155 154 230
Yx*D, mg/l d 0.12  0.040 0336 0.072 0288 0.108
*Qs04>/Yx, Esulfatos/Bproteina d 18 52 56 250 96 380

Th, Thiobacillus thioparus; Mx, consorcio sulfoxidante; *eficiencia oxidativa
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condiciones aerobias, posiblemente la mayor limitante de este microorganismo es que la
oxidacién del sulfuro es directa a sulfatos, es decir no permite la oxidacion parcial del

sulfuro permitiendo asi la acumulacion de azufre elemental.

IV.10.1 Balance de carbono

Como se ha mencionado los microorganismos sulfoxidantes utilizan CO2 como fuente de
carbono. Bajo determinadas condiciones de crecimiento este nutrimento pudiera ser
limitante del crecimiento, por ejemplo en medios sin fuente de CO; y con poca aireacién
del cultivo. En el caso del quimiostato en condiciones de adecuada aireacion, de acuerdo al
siguiente balance la fuente de carbono no esta limitando el crecimiento de los

microorganismos:

De acuerdo a la produccién de biomasa y la adicién de CO; por la aireacion se tiene:

a) Consorcio. Para una D=3 d-! se tienen, Y= 0.05 g/ de proteina, por lo cual Y4D=0.15
Eproteina/l d. Considerando que la biomasa contiene 50% de proteina entonces la biomasa
formada es igual a Y4xD=0.30 gpijomasa’l d. Si ahora se considera que la biomasa contiene
50% de carbono se tienen entonces 0.15 gcarbono/l d que son necesarios para el crecimiento
celular obtenido.

b) Thiobacillus thioparus. En el caso de Thiobacillus thioparus para una D= 1.2 d°! se
tiene, Yx= 0.28 g/l proteina y YxD= 0.33 g/l d. Considerando que la biomasa contiene 50%
de proteina entonces YxD=0.66 ghiomasa’l d. Considerando que la biomasa contiene 50% de
carbono se tienen 0.33 gcarbono’! d-

c¢) La adicion de CO3 en el aire es: con un flujo de aire de 1vvm entonces se adicionan 0.2
2C/lmedio 4, de acuerdo a: .

1vwvm=1 lyjre/Imedio min =1.44 m3ire/lmedio d; si se tiene que el CO; por metro cubico de
aire es igual a 0.035 1 CO»/m3;ire entonces se adicionan 0.5 1 CO2/lpegdio d. Conociendo que
aproximadamente se tienen 12 g C/30 1 CO; entonces los 0.5 1 CO3/lyedio d aportan 0.2 g
0.2 gC/llpedio d. ’

Es decir que la aireacion de 1 vvm aporta el suficiente carbono para el crecimiento celular
del consorcio sulfoxidante, sin embargo dado que se encuentra muy cerca del limite se
adicion$ fuente de carbono 0.5 g/l de bicarbonato. En tanto que para el caso de Thiobacillus
thioparus la sola aireacién no aporta el suficiente carbono de crecimiento para lo cual se
adiciond bicarbonato en una concentracién de 1g/l que aporta (1.2 g/l d) 0.48 gC/Imedio
dia.
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IV.11 Recuperacién de azufre por la oxidacion parcial de tiosulfato

Se ha documentado en la bibliografia que la oxidacién del sulfuro de hidrégeno estd
regulada por la concentracidon de oxigeno en el medio de cultivo (Buisman y col., 1989;
Stefess y col., 1996; Jansen y col., 1997; Visser y col., 1997). Dicha regulacién se establece
a nivel de la enzima azufre oxidasa, lo que permite la oxidacién parcial del sulfuro,
obteniendo azufre elemental como intermediario de la oxidacién de acuerdo a:

1) 2HS-+ O —» 28°+20H"

AGO'=-129.50 kJ/mol HS-

S0+ 3/2 09— 5042 AG®'=-389 kl/mol
2) 2HS" + 40— 2504% + 2H"
AGo'=-77243 KJ/mol HS"

Los niveles de oxigeno que favorecen la oxidacion hasta azufre elemental se han reportado
menores de 1 mg/l. Como se observa, la oxidacién completa a sulfato requiere de 4 veces
mas oxigeno que la oxidacién parcial a azufre elemental. Sin embargo es claro que la
energia disponible para el microorganismo se reduce en aproximadamente 83 %. Es decir
que el crecimiento microbiano estd en desventaja cuando se regula la actividad metabdlica
por oxigeno.

Con el fin de evaluar el efecto del oxigeno disuelto sobre el crecimiento y metabolismo
oxidativo del tiosulfato se procedi6 a regular su concentracion en el medio de cultivo del
consorcio y de Thiobacillus thioparus. La primera etapa consistié en evaluar
concentraciones hasta 0.2 mg/l de oxigeno disuelto, donde el sensor de oxigeno y su control
por agitacién en el fermentador resultan todavia posibles. En el consorcio, a una D=2.4 d-1,
se observa que hasta esos niveles de oxigeno disuelto no se afecté la oxidacién del
tiosulfato. En tanto en la cepa pura, a una D=0.9 d-1, la oxidacién resulté afectada
negativamente desde una concentracién de 1.5 mg/l de oxigeno disuelto (Tabla IV.5).

La capacidad de crecer en ambientes con baja tensién de oxigeno depende del género y
especie microbiané, como se observa en estos resultados. En este sentido se ha reportado
que Rhizobium y Azotobacter vinelandii (bacterias diazotrofas) presentan sistemas
respiratorios ramificados que se expresan diferencialmente en funcién de la concentracién
de Oz en el medio. En Rhizobium, el citocromo aas, la oxidasa terminal expresada bajo

condiciones aerobias, tiene menor afinidad al O; que el citocromo b el cual se expresa bajo
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Tabla IV.5 Efecto del oxigeno disuelto sobre el crecimiento y la actividad sulfoxidante del
consorcio, D=2.4 d-!. y de Thiobacillus thioparus ATCC 23645 D=0.9 d-1.

Oxigeno disuelto Actividad Tiosulfato  Proteina  Azufre
(mg/l) sulfoxidante salida (g/1d)  (mg/l) (g
SO4% (g/1)

Consorcio

38 133 0 59 0

1.5 13.1 0 56 0

0.8 13.5 0 62 0

0.2* 12.0 0 58 0.2

Thiobacillus

thioparus

3.8 12.8 0 290 0

1.5 6.2 41 110 0

0.8 0 8.1 0 0

* Dificil control

condiciones microacrofilicas. En el caso de Azotobacter vinelandii ocurre lo contrario: el
citocromo bd, cuya expresién aumenta al incrementar el abastecimiento de O; al medio,

tiene mayor afinidad al Oy que las oxidasas terminales, que se expresan en bajas
concentraciones de oxigeno. Este patron de expresién de oxidasas terminales le permite a
Rhizobium mantener funcionando su sistema respiratorio aun en bajas concentraciones de
oxigeno, mientras que en Azotobacter vinelandii, el citocromo que favorece una alta

actividad respiratoria evita la inhibicién de la nitrogenasa en presencia de altas
concentraciones de O (Barquera y col., 1991; Poole y Hill, 1997)

IV.12 Utilizacién de mezclas de O para el estudio de oxidacién parcial de
tiosulfato

Como se indic6é anteriormente, la capacidad de crecer en baja tensién de oxigeno es
dependiente del género y especie microbiana. Se ha establecido en este sentido la existencia
de sistemas respiratorios ramificados, relacionados a una sintesis de citocromos con mayor
afinidad al oxigeno. En este sentido, la concentracién de O puede regular la expresién de
diferentes citocromos, ya sea de manera positiva o negativa. La regulacién por O; de los
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componentes del sistema respiratorio se han evidenciado en Rhizobium, Azotobacter
vinelandii, Escherichia coli y Paracoccus denitrificans.

La bacteria Escherichia coli puede respirar aerobia o anaerobiamente utilizando diferentes
oxidasas terminales para la sintesis de ATP. En presencia de oxigeno, el aceptor final de
electrones puede ser el citcromo 0 (cyoABCDE) 6 el citocromo d oxidasa (cydAB). El
mecanismo de regulacion por oxigeno de los genes que participan en las vias respiratorias
aerobia y anaerobia, estd mediado por dos distintos sistemas reguladores compuestos de los
productos de los genes fnr y arcA -arcB. El Fnr es un regulador transcripcional de
diferentes genes de la via respiratoria, se activa cuando las células pasan de condiciones de
crecimiento aerobias a anaerobias; entonces, reprime los genes de la respiracién aerobia
cyoABCDE y cydAB y activa diversos genes de la respiracidon anaerobia (Tseng y col.,
1996).

En cuanto al género Paracoccus, que incluye especies que pertenecian al género
Thiobacillus, algunos genes involucrados en la respiracién con oxigeno son regulados en
respuesta a la concentraciéon del O, por arriba del punto de inicio de la anaerobiosis.
Paracoccus denitrificans posee tres diferentes oxidasas terminales que se expresan bajo
diferentes concentraciones de O;. Al parecer, el oper6n de la oxidasa cbbs, el cual tiene una
alta afinidad hacia el oxigeno y es igual de eficiente como la oxidasa tipo aas, se encuentra
bajo control del reguladori FnrP. La sintesis de esta oxidasa aumenta al disminuir la
concentracion de oxigeno (Baker y col., 1998).

La segunda etapa de experimentacién de contro! de oxigeno, consistid en utilizar un sistema
que permitiera un control mas preciso del O disuelto, en concentraciones menores a 0.8
mg/l. Para ello se utilizaron mezclas certificadas de O, balance nitrégeno. Se usé una
agitacion de 500 rpm y un flujo de la mezcla de 500 ml/min. Se asumié que todo el Oz de la
mezcla se disolvié en el liquido. Se obtuvieron las siguientes concentraciones de oxigeno:
0.38,0.3,0.2,0.1 y 0.07 mg/l.

Los resultados con 0.2 mg/l de Oy y una D=3 d-! mostraron que el consorcio no perdi6
actividad sulfoxidante y permitié la acumulacién de azufre elemental en el medio. En tanto
las concentraciones de 0.38 mg/l no se observd la acumulacién del elemento. Por su parte,
Thiobacillus thioparus, D=0.9 d-1, en concentraciones de oxigeno de 0.8 mg/l no present6
crecimiento.

A continuacién a una misma tasa de dilucién (D=3 d-!), se probaron diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto: 0.2 mg/l, 0.1 mg/l y 0.70 mg/l. Se evalué su efecto
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sobre el crecimiento y la acumulacién de azufre en el consorcio. Los resultados se presentan

en la Tabla IV.6.

Tabla IV.6. Efecto de la concentracién de oxigeno sobre el crecimiento y produccién de
azufre elemental del consorcio sulfoxidante utilizando concentraciones conocidas de

oxigeno.
Oxigeno Qs:0:4(¢)  Qs:0:%(8) Se Qse(s) Proteina
(mg/}) (g/1d) (g d) (g (g/1d) (mg/l)
04 27 0 0 0 60
0.2 27 0 0.35 1 58
0.1 27 5 0.27 0.8 39
0.2 27 7 0.25 0.7 22

La oxidacién parcial del tiosulfato en azufre elemental y suifato mas adecuada se encontré
en 0.2 mg/1 de oxigeno. Un incremento de la concentracién a 0.4 mg/l no permite observar
la acumulacién del azufre, mientras que al disminuir el Oy el crecimiento se afecta
negativamente. Tanto en 1 y 0.75 mg/l el crecimiento del consorcio se vio afectado
negativamente, aunque ain presenta actividad sulfoxidante y acumulacién de azufre
elemental.

Al evaluar diferentes valores de D 2.4, 3 y 3.4 d"! se observé (Figura IV.19, Tabla IV.7)
que la mayor cantidad de azufre fue encontrada en D=3 d-!, encontrando una Qg°=1 g/1 d.
Una constante en los experimentos fue la deteccién de bajas concentraciones de sulfito,
menores a Qs0;2=0.5 g/l d, seguramente proveniente de la oxidacién del azufre elemental
formado. Por otra parte, no se observé una conversién estequiométrica del tiosulfato en
azufre elemental y sulfato, lo que es una factor limitante para establecer algiin tipo de
relacion en las condiciones evaluadas, ello debido principalmente a la poca diferencia del
azufre elemental cuantificado.

Es importante sefialar que al sustituir el aire utilizado para la oxigenacién del sistema por
las mezclas Oy/N; fue necesario suministrar una fuente alternativa de COj. Ya que su
ausencia provocd el lavado del cultivo continuo. Esto se resolvié adicionando bicarbonato
como fuente de carbono (lg/l) Stefess y col. (1996) reportaron que Thiobacillus
neapolitanus y Thiobacillus o oxidaron al sulfuro o al tiosulfato indistintamente como
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Figura IV.19. Produccién de azufre a partir de la oxidacién parcial de tiosulfato, utilizando
una concentracion de oxigeno de 2 mg/l y diferentes tasas de dilucién.

Tabla IV.7. Balance de la oxidacion de tiosulfato del consorcio en estados estacionario en

diferentes tasas de dilucién y 2 mg/l de oxigeno disuelto.

D Q8,07 Se(e) SO, Qso.r Se QSe Se(s)  Proteina
dh) @d @)  (1d) (g1d) (6:74)) (g/1d) (0:4)] (mg/1)
2.4 21.6 9.1 11.1 26.6 024 0.58 8.60 59
3.0 27.0 113 10.4 312 0.33 1 10.36 45
34 30.6 12.9 8.0 24.4 0.30 09 8.24* 13

* El faltante es el del tiosulfato de salida (no oxidado) que fue de 12.4 g/t d
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fuente de energia. La acumulacién de azufre por oxidacién parcial se observd en
concentraciones limitadas de oxigeno, abajo de 0.1 mg/l y cargas de sulfuro o tiosulfato de
3 mmol/L. En el caso del sulfuro no se detectaron otros intermediarios de la oxidacién, en
tanto que en presencia de tiosulfato el sulfito fue detectado en el medio. Por su parte Jansen
(1997) encontré que bajo condiciones limitadas de oxigeno, concentraciones de 0.1 mg/l, el
azufre es el producto final en mayor concentracion de la oxidacion de sulfuro de hidrégeno
por un consorcio sulfoxidante. Indicaron que a cargas de sulfuros de 3.4 g/l d y bajo
condiciones autotréficas, €l 92% del sulfuro se oxida a azufre elemental. Kelly y col. (1997)
observaron que la oxidacién directa de tiosulfato a sulfato puede acumular azufre bajo
ciertas condiciones de cultivo, sin que se establezca el mecanismo involucrado en el
proceso. Los datos obtenidos indican que la mejor concentracion de oxigeno fue de 0.2 mg/l

que es comparable a lo reportado en la bibliografia.
IV.13 Saturacién por sustrato

Otro mecanismo por ¢l cual es posible observar la oxidacion parcial de los compuesto
reducidos de azufre, como el sulfuro y el tiosulfato, es por saturacién de sustrato. Esto se ha
reportado por Visser y col. (1997), Steffes y col. (1996). Este mecanismo se presenta
cuando en el medio de cultivo los microbios encuentran una concentracién del compuesto
azufrado tal que su oxidacién parcial aporta el maximo nimero de electrones para su
transporte en el sistema respiratorio. Entonces las enzimas de oxidacion de los
intermediarios son reguladas negativamente. Esto sin afectar el crecimiento de los
microorganismos.

En los thiobacilli aerobios se ha observado que los electrones de las oxidaciones de azufre
entran a la cadena respiratoria a nivel de citocromo c. En cambio, en Thiobacillus
denitrificans entran a nivel de la flavina o del citocromo b. Estos datos sefialan que
posiblemente por cada par de electrones transportados, existen dos sitios para el
acoplamiento de la sintesis de ATP en Thiobacillus denitrificans y solamente uno para los
thiobacilli aerobios. Esto sugiere que el crecimiento es mayor para el primero que para los
segundos, de hecho Thiobacillus denitrificans tiene mayores rendimientos de crecimiento,
tanto aerobia como anaerobiamente, que cualquiera de los thiobacilli aerobios estudiados
(Kelly, 1982).

En experimentos previos (Apartado IV.3) se observo que el consorcio sulfoxidante crecido

en concentraciones de 30 y 50 g/l de tiosulfato oxidd parcialmente al compuesto en azufre
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Figura IV.20. Produccién de azufre por el consorcio sulfoxidante por saturacién por
sustrato, a partir de diferentes cargas de tiosulfato obtenidas al incrementar la concentracién

del sustrato en el medio de cultivo.

elemental y sulfato. Se procedid en este experimento a fijar en 3.8 mg/l el oxigeno disuelto
del reactor y evaluar concentraciones en un intervalo de 30, 40 y 50 g/l d de la fuente de
energia. Para lo cual, a una tasa de dilucién D=3 d-! se increment6 la carga de sustrato
incrementando la concentracidn de tiosulfato del medio de cultivo. Las concentraciones del
medio fueron: 10, 13.2 y 16.7 g/l de tiosulfato.

Los resultados se presentan en la Figura IV.19. Como se observa a una carga de sustrato de
30 g/l y oxigeno disuelto de 0.38 mg/l no se detecté azufre elemental en el medio de
cultivo, lo cual concuerda con los datos obtenidos en los experimentos de la evaluacion de
diferentes

niveles de oxigeno disuelto. Es importante sefialar que las cargas de sulfatos en estas
condiciones de cultivo son del orden de 40 g/l y el consorcio no se ve afectado en su
crecimiento. Esto supone, como se habia indicado con anterioridad, que el consorcio tiene
la capacidad de adaptarse a estas concentraciones de sulfatos, lo cual sefiala que se cuenta

con un sistema "robusto".
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Cuando se increment6 la carga de tiosulfato a 40 g/l d, se observé la acumulacién de azufre
elemental en el medio de cultivo (0.7 g/1). Se observd ademas un pequeifio incremento del
crecimiento del consorcio, pasando de valores de 60 mg/l para 30 g/l de tiosuifato a 75 mg/l
con 40 g/l del sustrato. Todo el tiosulfato fue oxidado a sulfato y azufre elemental,
obteniéndose una carga de sulfatos de 53.3 g/l d que puede explicar el escaso incremento
del crecimiento del consorcio. Un incremento adicional de tiosulfato a 50 g/l d, si bien
permitié la acumulacién de azufre elemental, el crecimiento del consorcio se vio afectado
negativamente debido a la alta carga de sulfatos 60 g/l d.

En relacion al mecanismo de saturacién por sustrato, Stefess y col. (1996) reportaron que
los cultivos en continuo de Thiobacillus neapolitanus y Thiobacillus o, en estado
estacionario acumularon azufre elemental a cargas de 18 mmol sulfuro/l h y de 18 mmol
tiosulfato/l h. La concentracién de oxigeno se mantuvo en 4 mg/l. E1 20 % y 42 % de
oxidacion de sulfuro a azufre elemental fue observado para Thiobacillus o y Thiobacillus
neapolitanus respectivamente. No se reportaron los porcentages de conversidn de tiosulfato.
Por su parte, Visser y col. (1997) reportaron que la cepa de Thiobacillus sp W5 fue capaz de
acumular azufre elemental de la oxidacién de sulfuro de hidrégeno independientemente del
crecimiento celular, es decir que no hubo limitacién de energia en el medio. Reportaron que
la saturacién por sustrato se presentd en cargas de 3.6 pmol/mg proteina min. Todo el
sulfuro fue convertido en azufre elemental bajo estas condiciones de cultivo. Esta capacidad
esta en funcidn de la cepa, ya que observaron que Thiobacillus neapolitanus solo convierte
el 50 % del sulfuro a azufre elemental.

Los resultados obtenidos indican que la saturacién por sustrato en el consorcio se presentd
en cargas de tiosulfato de 14.8 mmol/l h o bien en 3.7 pmol/mgproteina Min. Sin embargo,
un bajo porcentaje tiosulfato fue convertido en azufre elemental, 2.1 g/l d que representa un

2% de conversidn.
1V.14 Efecto de inhibidores en la oxidacion de tiosulfato

El uso de inhibidores de cadena respiratoria ha sido ampliamente utilizado para el estudio
de las rutas de oxidacién de los compuestos reducidos de azufre. La existencia de vias
alternas de transporte de electrones en los sistemas respiratorios se puede deducir a partir de
la acci6n diferencial de inhibidores. La inhibicidn casi total y monofasica del inhibidor, al
incrementar su concentracién, indica que a ese nivel solo hay un camino para el flujo de

electrones. En tanto, una inhibicién parcial o bifasica indicard que en ese punto existe un
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camino alternativo poco sensible al inhibidor respiratorio (Flores-Encamacién y col., 1999;
Aleem, 1987). Existen inhibidores que bloquean el transporte electrénico entre la NADH y
la ubiquinona: la rotenona, el amital y la piericidina, los cudles posiblemente actuan sobre
la NADH-deshidrogenasa. Otro inhibidor caracteristico es la antimicina A, que bloquea el
transporte de electrones entre el citocromo b y el citocromo c¢. Una tercera clase de
inhibidores bloquea el transporte electrénico desde el citocromo aaz hacia el oxigeno, en
este grupo se encuentran el cianuro, el sulfuro de hidrégeno y el mondxido de carbono
(Lehninger, 1983; Madigan y col, 1998). Se ha reportado que el cianuro actia inhibiendo a
la citocromo oxidasa (Aleem, 1987; Lehninger y col, 1993).

Para el estudio del efecto de los inhibidores sobre la oxidacién de tiosulfato se utilizaron los
siguientes compuestos: N-etilmaleimida (NEM), cianuro y tiocianato de amonio. El
primero es inhibidor de la actividad de la azufre oxidasa y en algunos especies microbianas
de la tiosulfato deshidrogenasa. El cianuro es un inhibidor de cadena respiratoria en la etapa
final del transporte de electrones. El tiocianato (TCN) presenta la particularidad de ser
utilizado como fuente de energia por algunos thiobacilli, se pensé que su oxidacién podria
modular el flujo de electrones por el CN-. Se evaluaron diferentes concentraciones de cada
inhibidor en tiempos de cultivo de 48 horas. Las concentraciones evaluadas fueron:

NEM: 0.01, 0.25,0.5, 1.0y 1.5 mM

Cianuro: 0,0.5,1,1.52y2.5mM

Tiocianato: 0, 10, 20, 30 y 50 mM
Los resultados se presentan en la Tabla IV.8. Se observa que el NEM vy el cianuro afectaron
en todas las concentraciones el crecimiento del consorcio. Al mismo tiempo se acumuld
azufre elemental en concentraciones de 60 mg/l para 1 mM de NEM y de 40 mg/l en 0.5
mM del cianuro. Las concentraciones de 1.5 mM de NEM y 2.5 mM de cianuro abatieron
completamente el crecimiento microbiano.
Una posible relacion entre la concentracion de NEM y acumulacién de azufre elemental se
observé al incrementar la concentracién del inhibidor y cuantificar mayor acumulacién del
azufre. No se observé el mismo comportamiento para €l cianuro.
En el caso del tiocianato no se observé efecto alguno sobre el crecimiento o acumulacién de
azufre. Al parecer el compuesto no fue oxidado por el microorganismo, debido
probablemente a que no estuvo limitado por fuente de energia.
Se puede concluir que el uso de cianuro y NEM afectan principalmente el crecimiento del
microorganismo, interrumpiendo posiblemente el transporte de electrones e inhibiendo la
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Tabla IV.8. Produccién y azufre y crecimiento del consorcio a las 60 h de cultivo crecido

en diferentes ihibidores de cadena respiratoria.

NEM So Proteina CN- Se Proteina SCN- Se Proteina
(mM) (mgl) (mgl) mM) (mg/l) (mgl) (mM) (mg/ml) (mg/h
0 0 300 0 0 305 0 0 300
0.25 35 91 0.5 26 77 10 0 290
0.5 52 94 1.0 40 72 20 0 310
1.0 60 74 20 41 58 30 0 280
1.5 0 0 25 0 0 50 0 320

enzima de oxidacién de tiosulfato y azufre elemental, respectivamente. Lo cual puede
detener la oxidacién de los intermediarios como el azufre elemental, interrumpiendo la
sintesis de ATP y por la tanto de la energia de crecimiento y de fijaciéon de CO;. Sin
embargo los experimentos realizados no permiten definir el mecanismo de accion.

Cuando los inhibidores fueron evaluados en quimiostato a una D=3 d-1, el crecimiento del
consorcio se interrumpid en concentraciones de NEM de 0.5 mM y de cianuro 1M. Por otro
lado, al disminuir la concentracién de los inhibidores en 0.1 mM y 0.2 mM
respectivamente, €l crecimiento y oxidacién del tiosulfato no se vio afectado. Al parecer en
la concentraciones mas altas de los inhibidores, el flujo constante de inhibidor al reactor no
permite a las células reproducirse por lo que se puede sefialar que los sistemas enzimaticos
son completamente afectados. En cambio las concentraciones mas bajas al parecer no son
inhibitorias de estos sistemas. En el caso del tiocianato se observé que en cultivo continuo
no presento efecto alguno sobre el crecimiento o la oxidacién del sustrato. Se puede asumir
que no utilizan al compuesto, al no estar limitados por tiosulfato.

El uso de cianuro, entre otros inhibidores, en el estudio del sistema respiratorio lo han
descrito por Garcia-Horsman y col.(1991). La finalidad fue establecer si en Bacillus cereus
el transporte de electrones es monofasico o ramificado. Los autores encontraron una
inhibicién bifasica solamente con KCN: a concentraciones menores de 10 micromolar se
identificé una oxidasa muy sensible (25% de inhibicién) y a concentraciones mayores de 1
mM una segunda oxidasa resistente al KCN (activa ). Sus resultados sugieren que en
Bacillus cereus, 1a via de transporte de electrones se divide en dos rutas en el sitio sensible

al cianuro. Por otra parte, estudios realizados con células de Nitrosobacter (bacteria
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nitrificante) utilizando diferentes inhibidores, sefialan que su sistema respiratorio s
altamente sensible al cianuro, ya que una concentracién de 0.05 mM inhibe totalmente la
actividad de su nitrato oxidasa (Aleem, 1987).

Como se indicé el NEM es un agente sulfhidrilo que inhibe la actividad de la azufre oxidasa
y en algunos casos la tiosulfato deshidrogenasa. La inhibicion por NEM sugiere la
presencia de tioles o grupos sulfhidrilos en la molécula inhibida ya que en general, solo los
grupos sulfhidrilos maés reactivos de las proteinas reaccionan con compuestos como el
NEM, que contienen un doble enlace activado para formar enlaces tiol-eter estables. La
formacién de un derivado alquil estable, que resiste la hidrolisis acida, es una caracteristica
importante de este agente, particularmente cuando se contempla el analisis de aminoacidos.
(Chan y Suzuki, 1994; ). En estudios realizados con Thiobacillus caldus, Hallberg y col
(1996) senalan que el NEM, a concentracion 4 mM redujo parcialmente la oxidacién del
azufre formado durante la oxidacion del HS-, mientras que a concentracién 6 mM fue total
la inhibicion de la oxidacion del azufre acumulado. En el caso de Thiobacillus thiooxidans,
Chan y Suzuki (1994) sefialan que el NEM tuvo un efecto negativo en la oxidacion de
tiosulfato, mientras que para Thiobacillus sp W5 (Visser y col, 1997) la actividad
enzimatica de la tiosulfato deshidrogenasa no se vio inhibida por la presencia de NEM ni de
cianuro.

Los experimentos realizados con inhibidores no permiten obtener informacién contundente
sobre su efecto. El trabajo con inhibidores debe realizarse desde otra perspectiva. Por
ejemplo si se sabe que el NEM inhibe la oxidacién de azufre, entonces es mas importante
establecer las condiciones que favorezcan la acumulacién del elemento para después
evaluar el uso del inhibidor. Por otro lado es recomendable cuantifica el consumo de
oxigeno y la actividad de citocromos entre otros elementos para poder realizar un estudio
mas completo del efecto de los inhibidores sobre la sulfoxidacion.

IV.15 Oxidacion del azufre elemental acumulado

De acuerdo a los resultados mostrados, en concentraciones de 0.16 mg/l de oxigeno en el
medio, se detiene la oxidacidn del tiosulfato en dos productos: azufre elemental y sulfato.
Con la finalidad de evaluar la velocidad de consumo del azufre elemental en condiciones de
agotamiento de tiosulfato, se procedio a cuantificar su oxidacion con respecto al tiempo. De
esta manera una vez formado el azufre se detuvo la entrada de medio y se cuantificéd el

consumo de azufre, la formacién de sulfato y el crecimiento del consorcio. En el supuesto
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de que el interés es acumular azufre elemental en el reactor una velocidad baja de oxidacién
de este permitiria maxima acumulacién. Entre otros factores que intervienen en la
oxidaci6n del elemento se encuentran: la adherencia de los microorganismos al azufre y el
transporte del mismo al interior de la célula, la agitacion, la aireacién y limitacion de

sustrato.
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Figura IV.21. (A)'Crecimiento, (B) consumo de azufre y produccién de sulfatos del
consorcio sulfoxidante. El azufre fue producido por el consorcio.

La concentracion inicial de azufre fue de 0.025 g/l y como se observa en la Figura IV .21, en
las primeras 12 h de cultivo no se alcanza a observar consumo de azufre, debido
basicamente al cambio de régimen, ya que se elimind la entrada de tiosulfato. Por otro lado,

se sabe que es necesario que los microorganismos se adhieran, lo que supondria un
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retraimiento en su consumo, debido a la baja solubilidad del mismo. Sin embargo, una de
las caracteristicas que azufre se presentd de una manera lineal hasta su agotamiento. Lo cual
coincide con el decaimiento del crecimiento y la acumulacion del sulfato (0.8 g/1).

La velocidad de oxidacién alcanzada fue de 1.15 g S/1 h, que es menor a la reportada por
Jansen y col (1997) que observaron un velocidad de consumo de 3.16 g S/1 H. Los autores
suponen que encuentran una velocidad mayor de oxidacion debido a que se deja de
alimentar sulfuro al medio. Lo que permite al consorcio salir de un ambiente de estrés, dada
la toxicidad de esta fuente de energia, y sufre una compensacion que le permite presentar
velocidad mayor de oxidacién.
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V. Conclusiones

1. Se establecieron las condiciones de cultivo que favorecen la oxidacién biolégica de los
compuestos reducidos de azufre utilizando un consorcio de microorganismos sulfoxidantes.
Las condiciones mas favorables fueron: intervalo de pH entre 5.5 y 7, temperatura de 30 C y
para la oxidacién completa a sulfatos a partir de tiosulfato, una concentracién de oxigeno
disuelto superior o igual a 0.2 mg/] para el consorcio y de 1.5 mg/l para Thiobacillus thioparus
mg/l. En el caso del CS; y el HpS los valores de Ks obtenidos fueron de 0.19 y 1.3 mM,
respectivamente. Se observo también una baja inhibicién por estos compuestos
(aproximadamente de 5 mM) comparada con lo reportado en la literatura, donde a valores
superiores a 2 mM de bisulfuro de carbono se inhibe completamente la oxidacién biolégica.
Por otro lado, cabe mencionar la capacidad del consorcio de llevar a cabo la oxidacién en
valores de pH acidos de alrededor de 2 y 3. Posiblemente por la presencia de bacterias
acidofilas azufre-oxidantes como Thiobacillus thiooxidans y Thiobacillus ferrooxidans. Se
puede mencionar ademds que, mediante pruebas de respirometria, el sulfato en
concentraciones superiores a 20 g/l afecta negativamente la oxidacién bioldgica de bisulfuro
de carbono debido posiblemente al estrés idénico provocado por el ion. Sin embargo se pudo
observar que el consorcio crecido en concentraciones de tiosulfato de 30 g/l, puede adaptarse a
las concentraciones de sulfatos de hasta 40 g/l de sulfatos, lo que le permite mantener su
actividad sulfoxidante. Con relacién a las condiciones de cultivo se puede afirmar finalmente,
que el comportamiento de los microorganismos sulfoxidantes evaluados es comparable a lo
reportado en la bibliografia de acuerdo a diferentes autores.

2. Los inhibidores de crecimiento evaluados, nistatina y cloramfenicol, permitieron observar la
presencia de hongos y bacterias. Estas tltimas, gram negativas a partir de la tincién Gram, de
0.5 a 1.3 pm, bacillus muy probablemente del género Thiobacillae, son las encargadas de
llevar a cabo la oxidacién de los compuestos reducidos de azufre. Estos resultados no difieren
de lo reportado en la bibliografia en el sentido de que no se han reportado microorganismos
heterétrofos (hongos y levaduras) capaces de oxidar moléculas inorganicas para obtener
energia de crecimiento. Sin embargo, son importantes en la formacién de biopelicula en los
sistemas de biofiltracion (biofiltros y biolavadores de lecho escurrido). Aunque no se puede
descartar que los thiobacilli también son capaces de generar por si mismos biopelicula como se
ha observado en fotografias de microscopia electrénica en estudios realizados en el laboratorio
(1999, no publicados).
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2. Al evaluar el efecto de la fuente de amonio sobre el crecimiento y oxidacién del tiosulfato por
el consorcio, se observé que €l cloruro de amonio tiene un efecto positivo sobre la oxidacién
del compuesto. Sin embargo los experimentos realizados no permiten concluir que tipo de
efecto se presenta ni si es el amonio per se o bien un producto de su metabolismo. Por otro
fado, dado que en un exceso de amonio, los microorganismos no presentan un incremento del
crecimiento se plantearon las siguientes hipétesis: i) que sea otro nutrimento el limitante del
crecimiento; ii) que el consorcio presente actividad nitrificante, ya que el amonio desaparece
del medio de cultivo; y iii) que exista una deficiencia en la asimilacién de amonio, por una
baja actividad de la enzima GDH.

3. El extracto de levadura en concentraciones de 0.5 g/l no presentd un efecto sobre la oxidacion
biolégica de tiosulfato por el consorcio. Esto a pesar de que se observé un incremento del
crecimiento microbiano, lo cual sugiere que son los microorganismos heterétrofos (que no
presentan actividad sulfoxidante) los que se ven favorecidos por esta fuente compleja de
nutrimentos. Las concentraciones mayores del extracto afectaron negativamente la oxidacion y
el consorcio no presentd actividad. Nuevamente, es posible que los heterdtrofos se vean
favorecidos en estas condiciones de crecimiento. Sin embargo no se descarta la posibilidad de
que los microorganismos sulfoxidantes sean mix6trofos y que en presencia de compuestos
organicos crezcan mejor aunque la actividad quimiolitotréfica sea inhibida, como se ha
reportado con microorganismos nitrificantes. En este sentido se puede entender que el
consorcio recupere su actividad sulfoxidante en medios donde se eliminé la fuente organica.

4. El consorcio sulfoxidante presenté un comportamiento caracteristico de crecimiento en cultivo
continuo. La tasa de dilucidn critica se encuentra cercana a una D de 3.4 d-!. Mientras que a
valores de D=3 d-1, en concentraciones de oxigeno disuelto superiores a 0.4 mg/l, el cultivo
oxid6 completamente el tiosulfato a sulfato.

5. De la misma forma, la cepa pura de Thiobacillus thioparus presenté un comportamiento
caracteristico de crecimiento en cultivo continuo. La tasa de dilucion critica se encuentra
cercana a una D de 1.2 d-1. De esta manera a valores de D=0.9 d-!1, en concentraciones de
oxigeno disuelto superiores a 1.5 mg/l, el cultivo oxidé completamente el tiosulfato a sulfato.

6. Cuando se compararon los rendimientos del crecimiento de ambos cultivos, se observé que la

cepa pura presenta valores mayores de este parametro que el consorcio sulfoxidante. Asi, se
observaron rendimientos (Yy/) para una tasa de dilucion D=04 d-! de 7.5

8biomasa/MOltiosulfato ¥ 2.5 Ebiomasa/MOltiosulfate para el cultivo puro y el consorcio,

respectivamente. Resultados que son comparables a los reportados en la literatura. Sin
embargo, la eficiencia oxidativa fue 5 veces mayor para el consorcio (250 vs 56 gsuifatos
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producidos/8proteina d). Este comportamiento se puede explicar por las caracteristicas de
crecimiento de ambos cultivos. Se puede afirmar en este sentido que el consorcio oxida mas y
a mayor velocidad el tiosulfato que la cepa pura.

7. Cuando se evaluaron diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se
observé que en concentraciones de 0.2 mg/l de oxigeno, el consorcio oxida parcialmente el
tiosulfato en azufre elemental y sulfatos. En tanto Thiobacillus thioparus en concentraciones
de 0.8 mg/t no fue capaz de crecer. La capacidad de crecer en bajas concentraciones de
oxigeno, observada en el caso del consorcio, se puede atribuir a una sintesis de citocromos con
alta afinidad al oxigeno, como se ha demostrado para Paracoccus denitrificans que también
utiliza compuestos reducidos de azufre como fuente de energia. Sin embargo los experimentos
hasta aqui realizados no permiten una conclusion definitiva.

8. El uso de inhibidores de cadena respiratoria permitié observar un efecto negativo parcial, tanto
sobre el crecimiento como sobre la oxidacién de tiosulfato en concentraciones de 0.5 mM de
cianuro en cultivos en lote. En tanto en el cultivo continuo una concentracién de cianuro de 0.5
mM inhibié completamente el crecimiento microbiano. Es decir que a esta concentracién se
inhibe completamente el transporte de electrones y por lo tanto la generacién de energia. Sin
embargo en concentraciones de 0.1 mM el crecimiento del consorcio no result6 afectado. Por
lo que es probable que a esta concentracién de inhibidor las citocromo-oxidasas de los
thiobacilli no son inhibidas y por lo tanto no se ven afectadas en su actividad. Por otro lado, el
NEM afectd negativa y parcialmente la oxidacién del tiosulfato a una concentracién de 0.25
mM en cultivos en lote. En tanto en una concentracién de NEM de 0.5 mM inhibid
completamente la actividad bioldgica en el cultivo continuo del consorcio. Se puede inferir
que NEM provoca una fuerte inhibicién del sistema multienzimatico de oxidacién de
tiosulfato en el consorcio. A pesar de los resultados obtenidos, el trabajo hasta aqui realizado
no permite definir el efecto de los inhibidores utilizados, por lo cual es necesario implementar
otro tipo de experimentacion para Jograr conclusiones mas contundentes.

9. Finalmente, dadas las caracteristicas de crecimiento observadas para el consorcio sulfoxidante
es posible sefialar que la ruta de oxidacién mas importante (representativa) del cultivo es el
sisterna multienzimatico de oxidacién de tiosulfato (TOMES, por sus siglas en inglés). En
tanto para Thioacillus thioparus es el mecanismo de 1a rodanasa, que es el que se ha reportado

en la bibliografia para estas especies de thiobacilli.
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