G -

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA

v/ DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

AT

Casa ablerta al tiempo

7 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
BACTERIAS QUE UTILIZAN TIOSULFATO

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
7 MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA
P R E 8 E N T A

“ BIOLOGA MONICA DEL PILAR BONILLA SALINAS

YTUTORES: M, EN C. FLORINA RAMIREZ V,
DR. OSCAR MONROY H.
JURADO: DR. HERVE MACARIE
DR. TEOFILO HERRERA

MEXICO, D.F, 1968



oy,

i
‘3»- il

Casa abierts al tiempo

~ UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
DIVISION DE gif:og::s BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

Octubre 03, 1999.

M. en C. FLORINA RAMIREZ VIVES
PRESENTE.

Por medio de este conducto, la Comision del Posgrado en Biotecnologia,
le agradece su participacion como Secretaria en el examen de grado de Ia
alumna Ménica del Pllar Bonilla Salinas, quien defendid y expuso la tesis
“Aisiamiento y caracterizacién de bacterias que utilizan tiosulfato” a
los 03 dias del mes de noviembre de mil novecientos noventa y nueve.

Asi mismo, le agradece su participacién como Tutora durante el desarrollo
de la misma.

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasion para enviarlé un cordial
saludo.

ATENTAMENTE.
"CASA ABIERTA AL TIEMPO"

SRSy L7

_ T 4 T~
DR, JAVI

—

ER BARRIOS GONZALEZ

".
COORDINADOR "

UNIDAD IZTAPALAPA

Av. Michoacan y La Purlsima, Col. Vicentina, México, D.F. 09340, Tels: (5) 723-63-51 (5) 724-49-99, Fax {5) 724-47-12,
e-mail. psgbt@xanum.uam.mx intermnet: http.//v. ww.iztapalapa.uam. my/iztapala. wwwidivision.cbs/biotecnolo/iniciq.htm



DEDICATORIA

) A mi querida marn4 Cristina Salinas Flores
A la memoria de mi papa Migue! Angel Bonilla Loranca
A ti Hervé con amor

Y a todo aquel al que este trabajo pueda servirle

&

"La verdad necesita de dos para ser descubierta:
uno para decirla y otro para entenderla®.

Gibrdn Jalil Gibrdn

skt



J

AGRADECIMIENTOS

A la M. en C. Florina Ramirez y al Dr. Oscar Monroy por brindarme ia

oportunidad de crecer profesionalmente, bajo su direccion.

Al Dr. Hervé Macarie, al Dr. Teéfilo Herrera, al Dr. Alejandro Olmos y a

la Dra. Ortega por su apoyo y aliento para la consumacién de este trabajo.

Al Dr. Aboubakar Quattara y al Dr. Bernard Ollivier por los comentarios y

sugerencias que me brindaron.

Al Fotégrafo Jorge Lodigiani por su ayuda con las fotograffas al

MiCTOSCOP1O.
A todas las personas que favorecieron la realizacion de esta tesis.

Sobre todo a Dios, que me ha permitido vivir esta valiosa experiencia.



o

RESUMEN

En este trabajo se presenta el aislamiento y la caracterizacion de las bacterias que utilizan el
tiosulfato: BSR y BTSR procedentes del lodo de un reactor UASB operadb en mesofilia y
alimentado con sulfatos, lactosa y 4 - carboxibezaldehido.

El aislamiento, se dividié en dos fases: la primera consistié en dos series de medio liquido de
enriquecimiento en botellas seroldgicas y la segunda consistié en tres series de medio sélido
en tubos Hungate.

Durante la primera fase se logré la propagacion de los cultivos de interés y se determind el
tipo de metabolismo (respiracion o dismutacién) que realizaban las bacterias del inéculo.

En la segunda fase se logré la obtencion de cepas puras. | S

Finalmente se hizo una caracterizacién de las cepas puras en base a la utilizacién de aceptores
de electrones y de sustratos, se hizo una preidentificacién comparando sus caracteristicas con
las especies reportadas en la literatura y se concluyé que se trataba de dos cepas de bacterias
sulfato reductoras BSR, que correspondfan a los géneros Desulfovibrio y Desulfotomaculum,
sin embargo esta Wtima con caracteristicas metabdlicas interesantes, como la utilizacién de
casaminoédcidos y de ura amplia variedad de carbohidratos como sustratos, caracteristicas
poco frecuentes y s6lo reportadas en algunas especies.

En la parte destinada al aislamiento de tiosulfato reductoras que no utilizan sulfato BTSR, no -
se encontraron bacterias de este tipo, de acuerdo con los resultados se trataba de cepas de
BSR capaces de oxidar los casaminodcidos en presencia de tiosulfato, pero que también

pueden utilizar el sulfato.



La estructura de la tesis es la siguiente: En el capitulo 1, se hace una revisidn bibliogrifica que
permite introducirse en el tema, comenzando con el ciclo biolégico del azufre para ubicar al
tiosulfato como uno de los compuestos de mayor impacto en el ciclo, asi como a los
microorganismos que intervienen en las reacciones que lo utilizan; posteriormente se sefialun
las principales caracteristicas de las bacterias involucradas en las reacciones del tiosulfato
BSR y BTSR; finalmente se destaca la importancia de éstas en los reactores anaerobios.

En el capitulo 2 se presentan los materiales y métodos empleados durante los experimentos
asi como la descripcién de las técnicas analiticas utilizadas.

Los resultados y la discusion se dividen en el capitulo 3 para las BSR y en el capitulo 4 para
las BTSR; estos capitulos comprenden todo el proceso de aislamiento y la caracterizacién de
las cepas.

El capitulo 5 presenta las conclusiones generales y las recomendaciones sugeridas.
Finalmente en el capitulo 6 se muestran las referencias bibliogrficas que se tomaron en

cuenta para la realizacién de la tesis.
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Introduccion

1.1 JUSTIFICACION

Entre el 68 y el 78 % de los compuestos azufrados reciclados por procesos de éxido -
reduccién, se encuentra en forma de tiosulfato. Desde principios de los afios noventa, al
tiosulfato se le ha considerado el producto méas importante de la oxidacién del sulfuro de
hidrégeno, porque sus transformaciones son reacciones clave en el ciclo del azufre
(Jorgensen, 1990; lorgensen y Bak, 1991).

La reduccidn biolégica del tiosulfato, es levada a cabo por bacterias anaerobias facultativas y
estrictas (Ravot et al, 1995 a); estas dltimas son de interés en el presente trabajo y
principalmente destacan dos importantes grupos:

Las bacterias sulfato reductoras BSR, que son un grupo heterogéneo de procariontes
anaerobios, con gran diversidad morfoldgica, ecoldgica y nutricional y que tieren en comdn
la capacidad para utilizar sulfato, tiosulfato y azufre elemental como aceptores finales de

electrones (Singleton, 1993).

“En afios recientes nuevas especies de bacterias tiosulfato reductoras que no reducen sulfato

BTSR, se han logrado aislar de yacimientos acuiferos de pozos petroleros en condiciones
extremas; sin embargo, de acuerdo con la literatura, es probable que existan BTSR meséfilas
en otros hdbitats, como lodos de reactores anaerobios que tratan aguas con alto contenido en
sulfatos y proteinas (Ollivier et al., 1996).

No se sabe hasta el momento si las BTSR pueden coexistir con otros microorganismos en los
digestores anaerobios ni cual sea su interaccién con ellos en el proceso de mineralizacion de la

materia orgénica.

Monica Bonilla Salinas
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1.2 EL CICLO BIOLOGICO DEL AZUFRE

El azufre existe en la naturaleza bajo distintos estados de oxidacién +6 en (SO42- y SO3), +4
en (SO3 2-y SO9), +2 en (S2032 y S406%), O en SO, -2 en (HS- , HyS y R-SH) que estin
interrelacionadas; sin embargo, las formas de oxidacién mas abundantes son -2 y +6. La
serie de reacciones que permite pasar de una forma de oxidacién a la otra constituye fo que se
llama el ciclo del azﬁfre. La cantidad de azufre presente sobre el planeta es limitada y definida

y solo se observan cambios de una forma a la otra. La mayoria del azufre se encuentra

- inmovilizada bajo la forma de sedimentos o rocas de sales de sulfato o de sulfuro y azufre

elemental. También el azufre se encuentra en forma mineral o ligado a la materia orgdnica de
los seres vivos.
Las reacciones que permiten pasar del estado més oxidado + 6 en la cual el azufre se

encuentra bajo la forma de SO4 2- a la forma mas reducida -2 del HS -, corresponden a una

reduccién; mientras que las reacciones que permiten pasar de S-2 a S*6 son reacciones de

oxidacién.

Los descubrimientos de Bak y Cypionka (1987) y Bak y Pfennig (1987) para BSR y
recientemente de Ollivier ef al.,, (1996) para las BTSR, concemientes a las reacciones de
dismutacién del Sp032" y del HSOs- dirigidas a la produccién de SO4 2- y de HS", agrega una
nueva complejidad al potencial ambiental de estas bacterias (Singleton, 1993).

A pesar de que una parte de estas reacciones pueda ser realizada por via abiética, la mayoria
de ellas hacen intervenir microorganismos. Las reacciones de incorporacién de las formas de
azufre mineral a azufre orgénico por los seres vivos se llama asimilacién y su reconversién a

azufre mineral desasimilacién.

Moénica Bonilla Salinas
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Bajo condiciones anaerobias la mineralizacién de compuestos orgénicos del azufre forma el
sulfuro de hidrégéno, que es la forma final energéticamente estable del azufre.

En condiciones éxicas y anéxicas, la oxidacién quimica del sulfuro de hidrégeno produce
tiosulfato, el cual actda como un intermediario durante el ciclo del azufre en sedimentos
marinos. En las partes 6xicas el tiosulfato puede ser oxidade por quimiolittrofos, mientras
que en las partes andxicas el tiosulfato puede ser dismutado o reducidos. La reduccién
biol6gica del tiosuifato es un proceso altamente significativo, ya que un alto porcentaje de los
compuestos azufrados reciclados, se encuentra en esta forma (Atlas, 1984; Brock et al,
1987; Widdel, 1988; Singleton, 1993; Ravot et al., 1995 a). En la figura 1.1 se desarrollan
las reacciones redox del ciclo del azufre con los microorganismos que intervienen en ellas de

acuerdo con Brock et al., (1987).

Beggratoq 5 Beggiston
Thisthrx Theothrix
Tiobacilos Tiobacilos
Sulfolobus {0 espontincos)

Figura 1.1 Ciclo del azufre

Mdnica Bonilla Salinas
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1.3 BACTERIAS QUE REDUCEN EL TIOSULFATO
La reduccién biolGgica del tiosulfato es llevada a cabo por diferentes microorganismos. El

interés se centra particularmente en las bacterias anaerobias estrictas: las BSR y las BTSR.
1.3.1 Clasificacion

1.3.1.1. Bacterias sulfato reductoras

Las BSR constituién un grupo heterogéneo de microorganismos procariontes anaerobios
estrictos, pertenecientes al dominio Bacteria, que tienen como factores comunes, la capacidad
de desasimilar el sulfato ademés de otros compuestos oxidados del azufre y de producir H3S
(Widdel, 1988; Gibson, 1990; Singleton, 1993).

La clasificacién de las bacterias sulfato reductoras, se basa principalmente en caracteristicas
nutricionales y morfolégicas, asf como el contenido de DNA y la presencia de algunos
pigmentos particulares (citocromos).

La clasiﬁcacibn es compleja, pues algunas bacterias con morfologias similares, difieren
nutricionalmente y otras con similitudes nutricionales presentan morfologl’a diferente.

En conclusién, la clasificacion, se hizo por fines practicos, pero no refleja necesariamente
relaciones filogenéticas.

De acuerdo a sus capacidades metabélicas las BSR, han sido divididas en dos grandes
categorias:

Grupo I: las especies que oxidan sus sustratos a acetato son: Desulfotomaculum y
Desulfovibrio

Muchas BSR no pueden oxidar los sustratos hasta CO;. Esta limitacién metabdlica
usualmente refleja la ausencia de una via bioquimica para la oxidacidn de acetil - CoA hasta
CQOs.

Monica Bonilla Salines
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Posteriormente se descubrieron especies capaces de oxidar completamente los sustratos,

constituyendo asi la segunda categoria:

Grupo II las que oxidan sus sustratos a CQ; son: Desulfobacter, Desulfococcus,
Desulfosarcina, Desulfonema y Desulfobacterium .

Las bacterias del gﬁm IT pueden oxidar completamente el grupo acetil de la acetil - CoA

hasta CO3.

1.3.1.2 Bacterias tiosulfato reductoras que no reducen suifato

Las BTSR son especies pertenecientes tanto al dominio Archea como al Bacteria, tienen
como caracteristica comtn, la habilidad para reducir el tiosulfato y el azufre elemental, pero
no el sulfato y forman como producto final el H2S (Ravot ez al., 1995 a; Magot et al., 1997).
Los criterios de identificacién que se han considerado, en general, son los mismos que para
cualquier grupo bacteriano y corresponden al tipo de donador de electrones, la fuente de
carbdno, la temperanlfay la toh_;:rancia a concentraciones salinas, entre otros. Sin embargo al
tratarse de especies recientemente descubiertas no se cuenta hasta el momento con suficiente

informacion.

De acuerdo con la literatura (ver tabla 1.1), las BTSR se pueden clasificar en base a sus
relaciones filogenéticas as{ como 2 algunas caracteristicas metabélicas como son su tolerancia
a la temperatura y a diferentes concentraciones salinas (Ravot et al., 1995.b; Ravot ef al.

1996 a; Fardeau et al., 1996) .

Ménica Bonilla Salinas
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Tabla 1.1 Clasificacién de las BTSR

Mesofilas Peptidovibrio y Desulfitobacterium

Haléfilas Familia Haloanaerobiaceae

Termdfilas Dominio Archea: Thermoproteus, Pyrodictium, Pyrobaculum y
Grupo 1 Archeoglobus

Dominio Bacteria :Thermoanaerobacter 'y Thermoanaerobacterium
Fervidobacterium islandicum, Thermosipho agricanus, Thermaotoga elfii
y Thermotoga cepa 7054.

Hiperterméfilas Dominio Bacteria: Thermotoga neapolitana y T. maritima ,
Grupo I Clostridium thermohydrosulfuricum y algunas especies de
Thermoanaerobacter y Thermotoga cepa 2665

1.3.2 Procesos metabdlicos

Las BSR pueden usar una variedad de donadores de electrones y pueden acoplar Ia oxidacién

- de estos compuestos a la reduccién de sulfato, tiosulfato o azufre elemental. Mientras que las

BTSR solo pueden reducir el tiosulfato y el azufre elemental. Este Proceso se conoce como
desasimilacidn y es opuesto a la asimilacién. El primero es energético mientras que el tltimo
reduce compuestos de azufre para incorporarlos a compuestos biolégicos como cisteina o
Coenzima -A.

La desasimilacién por reduccion de un compuesto azufrado es un cldsico ejemplo de lo que se
conoce como respiracién anaerobia. En el proceso de respiracién, los electrones generados
por oxidacién de un compuesto son usados para reducir un segundo compuesto que es

independiente de la via de oxidaci6n inicial.

Monica Bonille Salinas
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En la fermentacién, los electrones generados por la oxidacién de un compuesto son usados

- para reducir un producto generado durante el proceso de oxidacién. En la fermentacion un

solo sustrato provee ambas moléculas: donador y aceptor para reducir los equivalentes
transferidos en 10s procesos de oxidacién y reduccién.

Tradicionalmente se¢ ha considerado que la fermentacién involucra tres caracteristicas:
ausencia de aceptores de electrones, ausencia de fosforilacién oxidativa de transporte de -
electrones directamente acoplada al proceso de oxidacién y exclusivamente la utilizacién de
compuestos orgéni;:ps; sin embargo en la década anterior se comenzaron a cuestionar estos
puntos.

Bak y Cypionka (1987), Bak y Pfennig (1987) y Krdmer y Cypionka (1989) observaron que
varias especies de BSR podian llevar a cabo reacciones de dismutacién involucrando
compuestos azufrados (sulfito o tiosulfato) y recientemente Thamdrup et al., (1993) observé
la dismutacién del azufre elemental. En todas las reacciones se forman como productos de

reaccién sulfato y sulfuro de hidrégeno (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Reacciones de dismutacién

Sulfito 4 503 2- 4 HY -—3 SO42-+ HS-
Tiosulfato S;032 + HyO —> SO42-+ HS- + H+
Azufre 480 +4H0 —> S042-+3H,S +2H*

Este nuevo metabolismo conocido como dismutacién, corresponde a una fermentacidn
inorgénica, en donde los microorganismos pueden crecer quimiolitotréficamente sin usar
reacciones redox y globalmente no presentan cambios en el niimero de oxidacidn def
compuesto azufrado (Kelly 1987, Singleton, 1993; Smith, 1993). Ravot er al.,, (1995 a) y

Ollivier et al., (1996) observaron la dismutacién del tiosuifato en varias especies de BTSR.

Mdnica Boniltla Sulinas
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Estos descubrimientos han contribuido a comprender mejor las reacciones que constituyen el

ciclo del azufre.
1.3.3 Requerimientos nutricionales

1.3.3.1 Bacterias sulfato reductoras

v

Los requerimientos. nutricionales de las BSR, son relativamente simples. Requieren un
aceptor inorgénico de electrones, que generalmente, es el ion sulfato aunque la mayoria,
pueden utilizar también el sulfito o el tiosulfato e inclusive el azufre elemental. Algunas
especies como por ejemplo Desulfovibrio desulfuricans, son capaces de utilizar otros
compuestos azufrados, como el tetrationato (Gibson, 1990).

Requieren también un donador de electrones que actia como fuente de energia. Las BSR
tienen la habilidad de crecer con compuestos orgdnicos reducidos, tales como propionato,
butirato, 4cidos grasos, Que son sustratos de baja energia. Pero también hay especies que son
capaces de usar sustratos de alta energia como lactato o etanol asi como otros mas.

De acuerdo con Widdel (1988) y Hansen (1993) las bacterias sulfato reductoras tienen la

capacidad de utilizar los compuestos siguientes como donadores de electrones:

Utilizacién de lactato
El lactato es uno de los sustratos més ampliamente usados para cultivar BSR del grupo I.

Algunas especies de Desulfovibrio son capaces de utilizar ambos isémeros (L y D).

Moanica Bonillu Salines
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Oxidacién de alcoholes primarios. secundarios, dioles y glicerol

El etanol es usado como fuente de energia por muchas especies de BSR como Desulfovibrio.
Ademds se ha observado que algunas especies pueden oxidarlo sin presentar crecimiento.

La utilizacién de alcoholes primarios de cadena larga por especies del grupo I, se logra
mediante la inclusién de otra fuente de carbono en el medio de cultivo como la mezcla de
acetato + COj;. Se ha observado la utilizacién de propanol y butanol, pero no isopropanol.
Los dioles como etainediol y propanediol no son frecuentemente usados como sustratos sin

embargo algunas especies pueden usarlos. Otras pueden oxidar el glicerol hasta acetato y

COg, particularmente las del género Desulfovibrio.

ilizacién de iato. ace dcidos de cadenas lineales y ramificad

El formiato puede ser oxidado por casi todas las especies  de Desulfovibrio algunas de
Desulfatomaculum y por Desulfococcus, Desulfobacterium y Desulfonema. Muchas
especies que crecen en hidrégeno, pueden también crecer en formiato, aunque algunas sélo
crecen en alguno de los dos.

El propionato es usado como sustrato pdr Desulfobulbus y es oxidado hasta acetato y CO»
al‘mQuc varias especies del grupo II pueden también utilizarlo, pero muy lentamente.

En el acetato, es donde se ha observado mayor crecimiento de sulfato reductoras del grupo IL
El butirato, lo pueden usar tanto especies del grupo I, como del grupo 1I; aunque éstas .
dltimas tienen un crecimiento lento. La utilizacién de isobutirato ha sido reportada sélo por

ciertas especies del grupo IL.
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Utilizacidn de carbohidratos

- La utilizacién de carbohidratos como fuente de energia no es comun eatre las BSR, sdlo

pocas especies de Desulfotomaculum: Dim. nigrificans 'y Dtm. geothermicum, utilizan la

fructosa y algunas especies de Desulfovibrio han mostrado habilidad para utilizar la glucosa.

ilizacion de compuestos aromdticos

La cantidad de compuestos aromdticos que pueden ser degradados por las BSR es
impresionante.

En general la degradacién de los compuestos aromdticos por BSR, que rompen la estructura
del anillo, ha sido reportada para muchos compuestos y ocasionalmente se ha observado que
algunas especies, pueden utilizar los compuestos sin romper el anillo aromatico.

Las principales fuentes naturales de compuestos aromaticos son: los aminoécidos aromticos
y la lignina asi como sus precursores y sus productos degradados. Ademds los compuestos
xenobidticos que son compuestos sintéticos que normalmente no estin presentes en el

ambiente, como la anilina (aminobenceno).

tilizacién de 4dcidos dicarboxilic
El malato y el fumarato son usados principalmente por varias especies de Desulfovibrio y por
algunas de Desulfobacterium. El succinato puede ser utilizado como sustrato, pero el

crecimiento es considerablemente pobre.

Utilizacién de aminodcidos
En general no es muy comin que las BSR tengan un buen crecimiento en aminodcidos.

aunque algunas especies tienen la capacidad metabdlica de oxidarlos.

Monica Bonilla Salinas
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tilizacién de diversos ¢

Actualmente se sabe que existe una gran diversidad de compuestos que pueden ser usados
como sustratos por algunas especies:
La acetona es un producto de la fermentacién de ciertas cepas de Clostridium y
Desulfococcus biacutus presenta un crecimiento lento cuando la oxida hasta CO;. En
Desulfovibrio furfuralis se ha observado la utilizacién de furfural y furfurialcohol.
Mientras que Desulfobacterium autotrophicum puede oxidar algunos compuestos clorados
como diclorometano y tricloroetano, percloroeteno, tricloroeteno. El catecol es oxidado por
una especie formadora de esporas del género Desulfotomaculum. (Kuever et al., 1993} .
El hidrégeno, puede ser usado como donador de electrones por especies del grupo I
(Widdel, 1988; Hansen, 1993). El 3 - metoxibenzoato puede ser usado por algunas BSR
(Mohn y Tiedje, 1990). El hexadecano y el caprilato pueden ser oxidados por las especies del
grupo II, sin embargo en éste ultimo, se obtiene un crecimiento pobre (Aeckersberg er al.,

1991).

1.3.3.2 Bacterias tiosulfato reductoras

En comparacién con las BSR, en las BTSR, falta mucho por estudiar ya que es un grupo
bacteriano recientemente descubierto, actuaimente se conocen solo algunos compuestos que
pueden ser utilizados como sustratos.

Los requerimientos nutricionales de las BTSR, son similares a los de las BSR, son un
aceptor de electrones que es el tiosulfato o el azufre elemental y un donador de electrones.

Se ha observado que los compuestos proteinicos y algunos carbohidratos, ?articularmente la
glucosa, son los sustratos predilectos de.las BTSR (Faudon et al.v," 1995; Ravot et al., 1995 u:

Magot et al., 1997).

Monica Bonillu Sealinas
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Han sido demostradas actividades proteoliticas, peptidoliticas o amiloliticas y xilanoliticas en
especies de BTSR meséfilas y terméfilas del dominio Bacteria. (Fardeau, 1997).

Por otra parte, se ha demostrado que la adicién de tiosulfato como aceptor de electrones al
medio de cultivo, repercute en un incremento en la velocidad de crecimiento y en la
produccién celular; mejora la oxidacion de los péptidos y de los aminodcidos y permite ¢l
consumo de hidrégeno aliviando su efecto inhibitorio (Faudon et al., 1995; Ravot et al., 1995

a; Fardeau et al., 1§96; Ravot et al., 1997).

tilizacion de carbohidratos

Se ha observado que Thermoanaerobacter finii, presenté habilidades metabdlicas para
fermentar carbohidratos como glucosa y xilosa, presentando como productos de fermentacion
lactato, acetato H y COg, siendo el etanol el mayor producto final (Fardegu e} al., 1996).

Se ha observado la utilizacién de glucosa en especies del orden Thermotégales (Ravot et al.,
1995 a) y én el género Thermoanaerobacterium (Oilivier et al., 1996). La fructosa, la
galactosa, la D - glucosa, la maltosa, la D - manosa, la D - Ribosa, la sacarosa y la trehalosa,
han sido usados como sustratos por especies hal6filas de la familia Halobacteriaceae, siempre
¥y cuando se agreguen al medio el extracto de levadura y o bio-tripticasa (Ravot er al., 1997).
Algunas especies deThermotoga pueden fermentar glucosa (Ravot er al., 1995 a: Ravot e

al., 1996 b).

Menica Bonifla Salinay
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Utilizacién de compuestos protefnicos

En algunas especies de Thermoanerobacter se ha observado la capacidad para oxidar
compuestos proteinicos que inciuyen gelatinas, péptidos y casaminodcidos (Faudon er al.,
1995; Ravot et al.,, 1995 a; Fardeau et al., 1996). Ha sido observada la utilizacion de la
serina, la leucina, la isoleucina y la valina por Thermoanaerobacter brockii  (Fardeau et al..

1997).

Se ha demostrado que Thermoanaerobacter brockii, T. ethanolicus, T. thermohydrosulfuricus
y T. finnii pueden oxidar el hidrégeno en presencia de tiosulfato (Fardeau er al, 1993;
Faudon et al., 1995; Fardeau er al., 1996). Otras especies del orden Thermotogales también

lo utilizan (Ravot et al., 1995 b).

Los compuestos utilizados como sustratos y aceptores de electrones por las BSR y BTSR,
estdn resumidos en la tabla 1.3 hay que notar que algunos de lds compuestos son usados por
varias especies, mientras que otros sélo son usados por algunas especies en particular (Atlas,
1984; Widdel, 1988; Fardeau er al., 1993; Hansen, 1993; Kuever e al, 1993; Lovley y
Phillips, 1994; Faudon er al., 1995; Ravot er al., 1995 a; Ravot ef al,, 1995 b; Fardeau et al.,
1996; Ollivier et al., 1996; Ravot et al., 1596 b; Fardeau ef af., 1997, Ravot et al., 1997).

Monica Bonilla Sclinays
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Tabla 1.3 Comparacién del metabolismo de las bacterias anaerobias
estrictas que reducen el tiosulfato

BTSR

Requerimientos de
potencial redox

Anaerobiosis estricta

Anaerobiosis estricta

Aminodcidos
Citrato
Acetona
Catecol

Tolerancia a sales baja baja
alta (halofilas) alta (haléfilas)
Rangos de temperatura Psicréfilas Mesdfilas
, Meséfilas Termdfilas
s Termdfilas Hipertermdfilas
Aceptores de electrones Sulfato
Tiosulfato Tiosulfato
Azufre elemental Azufre elemental
Tetrationato
Nitrato
Nitrito
Fumarato
. Manganeso
Sustratos Oxidcidos Aminodcidos
Acidos monobdsicos Péptidos
Acidos dibésicos Glucosa
Acidos alcanoicos
Alcoholes
Hidrégeno
Ho/CO7
Compuestos Arométicos
Sustratos utilizados sélo Carbohidratos (fructosa, glucosa, Xilosa
por algunas especies manosa, xilosa, ramnosa) Hidrdgeno

14
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1.3.4 Factores ambientales

El crecimiento de las bacterias sulfato reductoras BSR y tiosulfato reductoras no sulfato
reductoras BTSR, no puede determinarse tinicamente por sus caracteristicas nutricionales, ya
qﬁe en el medio ambiente, existen factores fisicoquimicos, como potencial redox.

temperatura, presién y concentracién de sales, que repercuten en su desarrollo.

cial red
Para lograr el crecimiento de BSR y BTSR en cultivos puros, el potencial redox (Eh) del
medio de cultivo debe estar abajo de -100 mV. Esto indica, que una mera exclusién de aire,
no es suficiente para asegurar el crecimiento en un medio de cultivo. Reduciendo el medio de
cultivo, por ebullicién se alcanza un Eh de -200 mV, en presencia de un reductor el valor de

Eh ird abajo de -220 mV (Postgate, 1979).

a e te; ura 100

Tanto la temperatura, como la presién, restringen el crecimiento bacteriano de BSR y BTSR.

Se sabe sin embargo, que el procesc de sulfato y tiosulfato reduccién, puede ocurrir arriba de

640 atmdsferas y de 60 a 80°C por especies termdfilas y a temperaturas mas altas para

especies hiperterméfilas.

Reguerimientos de las sales
Las especies tienen diferente tolerancia a las sales, dependiendo de su hdbitat. En el caso de
algunas bacterias de hébitats marinos, requieren tanto cloruro de sodio como de magnesio

entre 1 y 10 g/l.

Monica Bonilla Salinas
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Efecto del pH

Tienen un crecimiento adecuado a pH 7 y su crecimiento disminuye a pH menor de 6 y mayor

de 9 (Widdel, 1988).

1.4 IMPORTANCIA DE LAS BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS EN
LOS REACTORES ANAEROBIOS

Una amplia gama de transformaciones bioquimicas tiene lugar durante la digestion anaerobia.
como resultado def-t_iiferentes grupos de microorganismos, que degradan gran variedad de
sustratos. Son reconocidos cuatro grupos: (1) bacterias hidroliticas, que catabolizan
polimeros biolégicos; (2) bacterias acetégenas productoras de hidrégeno, que catabolizan
ciertos 4cidos grasos y productos finales neutros; (3) bacterias homoacetdgenas, que
catabolizan compuestos unicarbonados o fermentan compuestos multicarbonados a écido
acético; (4) bacterias metandgenas, que catabolizan acetato y compuestos unicarbonados a
metano.

La secuencia termodindmica o sucesidn ecol6gica en sistemas metanégenos ha sido propuesta
de la siguiente forma: respiracién aerébia, reduccién de nitrato y desnitriﬁcaci'c’)n,
fermentacidn, sulfato reduccién y produccién de metano {Garcia, 1982).

Las bacterias sulfato reductoras BSR aisladas de reactores pertenecen sobre todo al género

- Desulfovibrio, pero igualmente se han encontrado especies de Desulfobulbus y de

Desulfotomaculum y mas recientemente Desulfohabdus amnigenus. En presencia de una
concentracién no limitante de sulfato, las BSR entran en competencia con las metandgenas

por los sustratos comunes Hy/CQO» y acetato (Macarie. 1992; Oude et al., 1995).

Monica Bonilla Salinas
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Las BSR pueden interferir con la produccién de metanb en una primer etapa del proceso de
digestién, por competencia con acetégenas. Es evidente que la competencia entre sulfato
reductoras, metandgenas y acetdgenas es de primera importancia para el tratamiento anaerobio
de aguas residuales (Oude, 1998).

La inhibicién de las metanogénicas por las BSR, parece ser debida a la interaccién de estos
dos grupos, més que al resultado de la sulfato toxicidad. El primer grupo de BSR oxida
parcialmente el 4cido lictico a 4cido acético, mientras que el segundo grupo oxida
completamente los dcidos ldctico y acético.

Comparadas con lz;s metanogénicas, las bacterias que pueden reducir el tiosulfato BSR y
BTSR tienen capacidades metabdlicas muy diversas. Ambos grupos juegan un papel muy

importante en el proceso de mineralizacion de la materia orgénica.

1.5 OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de bacterias tiosuifato reductoras en el
lodo de un reactor anacrobio operado en mesofilia alimentado con sulfato y 4 -

carboxibenzaldehido y estudiar algunas de sus caracteristicas metabélicas.

ESPECIFICOS
Aislar las bacterias anaerobias estrictas sulfato reductoras BSR que utilicen tiosulfato o

sulfato y las BTSR que utilicen tiosulfato pero no sulfato como aceptor final de electrones.

Caracterizar parcialmente las cepas aisladas

Determinar ¢l tipo de metabolismo involucrado (dismutacién 6 respiracién)

Monica Bonilla Salinas
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2. MATERIALES Y METODOS
Los materiales y métodos que se usaron a lo largo del experimento se presentan en este
capitulo, se describen las técnicas microbioldgicas para los aislamientos y el montaje de las

técnicas analiticas para la medicién de H3S disuelto y gaseoso.

2.1 INOCULO
Se usé como indculo el lodo de un reactor anaerobio de tipo UASB, que fue operado
durante un afio 2 un:TRH de un dia y fue alimentado con lactosa (1 g/L), sulfato (50 mg/L)

y 4 - carboxibenzaldehido (100 mg/L).

2.2 MEDIOS DE CULTIVO

En todos los experimentos, se usé el medio basal de Balch (1979) y de acuerdo con los
requerimientos especificos de cada grupo de microorganismos (BSR y BTSR) asi como del
metabolismo involucrado (dismutacién y respiracién) se hicieron algunas modificaciones

tanto en la composicién (sustratos y compuestos nutritivos) como en las concentraciones

. (Tabla 2.1).
Tabla 2.1 Composicion del medio de cultivo
BSR BSR Gpo. 1 BSR Gpo. II BTSR BTSR
Compuestos Dismutacion Respiracién  Respiracién Respiracién  Dismutacion
NH4Cl (g/1) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
K2HPO4 (g/L) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
KH2PO4 (g/L) 0.3 0.3 . 0.3 0.3 0.3
MgClz 6H20 (g/L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
CaCl2 2H20 (g/L.) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
NaCl (g/L) 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
KCl (g/L) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cisteina - HCI (g/L) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Acetato de sodio (rnM) 2.0 0 20.0 1] 0
Lactato de sodio (mM) o= 0 20.0 0 0 0
Casaminodcidos (g/L} 0 0 0 5.0 0.1
Extracto de levadura 0.2 0.2 0.2 0 0
Peptona (g/L) 0.2 0.2 0.2 0. 0
Solucidn de oligoelementos
de Balch (mL) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Resarzurina (g/L) 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
NaHCQOs (g/L) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Agua destilada (ml.) 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 10000

Menica Bonifla Salinas
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Para la preparacién de los medios de cultivo anaerobios, se siguid la técnica de Hungate
(Hungate, 1969; Miller y Wolin, 1974; Ljungdahl y Wiegel, 1986).

Se disolvieron todos los componentes en agua destilada y el pH se ajusté a 7.0 con una
solucién de KOH (10 M) y se agregaron 2.0 g/L. de una solucién de NaHCO3 (10% p/v) asi
como un tercio més‘del volumen final de agua.

El medio se nmntt;(ro en ebullicién durante algunos minutos y antes de llegar al volumen
inicial de aforo, se colocé bajo corriente de nitrégeno hasta enfriarse. Entonces se agregd la
cisteina, manteniendo la anaerobiosis a través un sistema de distribucién de gases formado
por mangueras (Figura 2.1) en donde se introdujo un flujo de gas N3 por un lado al interior
del medio recién preparado y por otro lado a los tubos o botellas para desplazar del interior el
aire previamente a la distribucién del medio. Se agregaron 20 mi. para botellas serolégicas o
5 ml para tubos Hungate. Las botellas y los tubos se cerraron con tapones de goma y se
sellaron con aros de aluminio y tapones de rosca respectivamente, para impedir la entrada de
aire y se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Todos los medios se prepararon de la misma manera, sin embargo para los cultivos en tubo
rodado se agregaron 20 g/1. de agar bacteriolégico.

Ademé4s se prepararon en anaerobiosis algunas soluciones: extracto de levadura, peptona,
casaminodcidos, sulfato y tiosulfato que s;?’ Eisterilizaron en autoclave y que de acuerdo con la’
composicién del medio, se agregaron en las concentraciones requeridas justo antes de la

inoculacién.

Monica Bonilla Salinas
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Figura 2.1 Preparacién del medio de cultivo. (a) Sistema de distribucién de
gases; (b) Medio no reducido; (¢) Medio reducido

Ménica Bonilla Salinas
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2.3 AISLAMIENTOS

De acuerdo con Hespell (1990), existen dos métodos para llevar a cabo el aislamiento de
microorganismos: usando un medio sélido selectivo o bien usando un medio liquido de
enriquecimiento.

En el primer método el indculo se diluye y la inoculacion se realiza sobre placas de agar cuya
composicién permitird sélo el desarrollo de cierto tipo de microorganismos. Sin embargo este
método frecuentemente no tiene éxito por diversas razones, entre las més importantes destaca
la diferencia de condiciones fisiolGgicas entre su hébitat natural y el laboratorio, simplemente
los microorganismé)‘s'; no pueden adaptarse a esta répida transferencia, sobre todo en cultivos
sélidos. Estas nuevas condiciones pueden requerir numerosos cambios metabélicos que
involucran la induccién o represién de enzimas o la utilizacién de nutrientes diferentes de los
que se encuentran naturalmente disponibles en su hébitat original. Otras razones por las
cuales no siempre se obtienen resultados satisfactorios en el aislamiento en medio sdlido
selectivo, son que posiblemente la fuente de donde se tomd el inoculo contiene una baja
cantidad de los microorganismos deseados, o bien que la utilizacion del nuevo sustrato
administrado al medio puede requerir una interaccién metabdlica de dos o mds
microorganismos que no tiene lugar debido a la separacion fisica de las células sobre la placa
de agar.

A diferencia del anterior, se ha observado que el medio liquido de enriquecimiento provoca
una apropiada respuesta de crecimiento de los microorganismos deseados, siempre que se
haga con una adecuada composicién y se escojan los aspectos ambientales correctos.
Generalmente estos cultivos son entonces serialmente transferidos hasta lograr ya sea un
cultivo aparentemente puro con un solo microorganismo o bien un consorcio estable de varios
microorganismos. Sin embargo si la biotransformacién involucra una combinacién de

microorganismos, varios aislamientos pueden ser usados para reconstruir el consorcio.
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En este sentido, la funcién de cada uno de los microorganismos participantes puede
establecerse.

En esta etapa el ntimero de microorganismos deseados ya es relativamente alto y se han
adaptado a las condiciones de crecimiento del laboratorio. Asi que en este punto el uso de
técnicas selectivas en medio s6lido para obtener cultivos puros aislados tendrd mejor
oportunidad de lograrse.

De acuerdo con lo anterior, en este trabajo el aislamiento fue dirigido a dos tipos de
microorganismos: bacterias sulfato reductoras del grupo I y II y bacterias tiosulfato
reductoras que no r;educen sulfato. Ademds se traté de determinar si en el indculo existian
bacterias con capacidad para realizar la fermentacién o la respiracién en el proceso de
crecimiento. El aislamiento de BSR o BTSR se hizo mediante diferentes sustratos y aceptores
de electrones.

Se comenzd con dos series consecutivas de cultivos en medio liquido de enriquecimiento

seguidas de tres series consecutivas de cultivos en medio sélido.

2.3.1 Aislamientos de BSR y BTSR en medio liqguido de enriquecimiento
En las series consecutivas de medio liquido de enriquecimiento, se utilizaron botellas
serol6gicas de 57.5 ml de capacidad con 20 mi de medio y con 2 ml de inéculo.

Todos los cultivos se incubaron a 35°C hasta alcanzar la fase estacionaria y se hizo un

seguimniento de la produccién de H3S disuelto.

2.3.1.1 Aislamientos de BSR
Para aislar BSR, se utilizaron los medios especificados en la tabla 2.1 y los aceptores de

electrones y fuentes adicionales de energfa y carbono indicados en la tabla 2.2 para discernir

entre respiracién y dismutacion.
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Tabla 2.2 Sustratos para determinar procesos metabélicos en BSR

Sustratos Fuente de energia y carbono  Aceptor de Proceso Microorganismo
adicioral electrones  metabdélico
Acetato 20 mM - Sulfato Respiracidn BSR
Acetato 20 mM - Tiosulfato  Respiracion BSR
Lactato 20 mM - Sulfato Respiracién BSR
Lactato 20 mM - Tiosulfato  Respiracidn BSR
Acetato 2 mM - Tiosulfato Dismutacion BSR
Acetato 2 mM H2 /CO2 Tiosulfato  Respiracion BSR

- Sin fuente de energia y carbono adictonal

Como el extracto de levadura favorece el crecimiento de varias especies de BSR, se probaron
dos concentraciones para seleccionar la mas adecuada para el medio de cultivo. Como no
hubo diferencias significativas en la produccién de H»S en todas las concentraciones
estudiadas, se selecciond la mas baja que fue la de 0.2 g/L, para evitar que favoreciera
tambi€n ¢l desarrollo de la microbiota acompafiante. Sin embargo en los cultivos para
dismutacion no se agregé, pues no se requieren nutrientes adicionales, ya que en este caso el

tiosulfato actiia como dnica fuente de energfa (Krimer y Cypionka, 1989).

Sabiendo que existen dos principales vias metabdlicas por las cuales las BSR heterétrofas,
pueden oxidar los sustratos, que son la respiracidn y la fermentacién (Peck, 1993; Singleton,.
1993) y que algunas especies son capaces de llevar a cabo una fermentacién quimiolitotréfica
por dismutacién de compuestos inorgdnicos del azufre como el tiosulfato (Bak y Cypionka.
1987; Jorgensen y Bak, 1991) se cuitivaron las BSR en medios que permitieran discernir la
via metabdlica: respiraciéon 6 dismutacién, para determinar si existian bacterias en el inéculo

capaces de llevarlas a cabo.
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Dado que en la respiracién las BSR pueden utilizar sulfato y la mayorfa son capaces de
utilizar el tiosulfato como aceptor terminal de electrones entre otros compuestos azufrados
(Peck, 1993) en este trabajo se seleccionaron ambos para aislarlas. Los electrones son
transferidos del sustrato que actiia como donador de electrones a los aceptores de electrones
(sulfato o tiosulfato) y se agregaron en la misma concentracién (20 mM).

Para el caso de la dismutacidn, tomando en consideracién que en lﬁ fermentacién inorgdnica
el tiosulfato actia como tnica fuente de energia, se agregd en la concentracién de (20 mM)
mientras que el acétato se agregd a baja concentracién (2 mM) s6lo para que actuara como
fuente de carbono, en este caso el crecimiento no estd relacionado con la cantidad de acetato
adicionada sino con la concentracion del tiosuifato (Bak y Cypionka, 1987, Bak y Pfennig,
1987).

Existe gran variedad de compuestos que pueden ser utilizados como sustratos, como el lactato
que es uno de los més ampliamente utilizados para cultivar BSR del grupo I o el acetato
utilizado para aislar BSR del grupo II. (Widdel, 1988). Por lo tanto sg seleccionaron ambos
sustratos para lograr abarcar en el aislamiento un mayor espectro de especies.

Ademds se hicieron cultivos con Hy/CO2, ya que se ha observado que permite la utilizacién

del acetato por algunas especies de BSR (Hamilton, 1998).

2.3.1.2 Aislamientos de BTSR
Para aislar tiosulfato reductoras que no reducen sulfato, se utilizaron fos medios especificados

en la tabla 2.1 y los aceptores de electrones y fuentes adicionales de energfa y carbono

indicados en la tabla 2.3.

_ Monica Bonilla Salinas
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Tabla 2.3 Sustratos para determinar procesos metabélicos en BTSR

Sustratos Fuente de energia y carbono  Aceptorde Proceso Microorganismo
adicional electrones  metabdlico
Casaminodcidos 0.1 g/l - Tiosulfato  Dismutacidn BTSR
Casaminodcidos 0.1 g/l H,; /1CO, Tiosulfato  Respiracidn BTSR
Casaminodcidos 5.0 g/L - Tiosulfato  Respiracion BTSR
Casaminodcidos 5.0 g/l H, 1CO, Tiosulfato  Respiraci6n BTSR

- Sin fuente de energia y carbono adicional

Se excluyeron del medio el extracto de levadura y la peptona, porque los casaminodcidos
proporcionan por si mismos los nutrientes necesarios para el desarrollo de estas bacterias.

La respiracién y la dismutacion, son los prdcesos metabélicos que pueden ser empleados por
las BTSR heterotréficas para reducir el tiosulfato (Ravot et al., 1995 b; Ollivier, 1996); por lo
tanto, se pretendi6 obtener cultivos enriquecidos con bacterias que realizaran alguno de los
dos. procesos. El aceptor de electrones utilizado fue el tiosuifato porque las BTSR no son
cape;ces de utilizar el sulfato y como sustratos se utilizaron los casaminodcidos.

En algunos cultivos, ademds del sustrato se adicioné el Hy/CO», para favorecer su utilizacion

y promover €l crecimiento.

2.3.2 Aislamientos de BSR y BTSR en medio soélido
Se seleccionaron los cultivos de medio liquido de enriquecimiento que tuvieron mayor
produccién de H3S para continuar con la serie de aislamientos, que se inocularon en los tubos

rodados.

Monica Bonilla Sulines
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2.3.2.1 Inoculacién

El método de tubos rodados fue descrito por Hungate en 1969 y meodificado por varios
autores (Macy et al., 1972) .

Se usa principalmente para obtener crecimiento de colonias aisladas en la superficie interna
del tubo, inoculando una suspensién liquida de células y rodando el tubo. La inoculacién en
tubo rodado se hace a 46°C, antes de que el medio fundido solidifique (Figura 2.2).

El exceso de liqui&b y c€lulas escurre a la base del tubo y no afecta el crecimiento de las
células que queda arriba en la superficie del agar, siempre y cuando el tubo no se coloque en
posicion horizontal.

Muchas colonias se desarrollan dentro del agar pero cuando incrementan su tamafio la
mayortfa llega a la interfase del gas y continda desarrolldndose en la superficie del agar. Otras
llegan a la pared del tubo y crecen como una pelicula entre el agar y el vidrio.

La apariencia de las colonias en este tipo de cultivos difiere marcadamente de la que pueden
tener en otros cultivos y cuando no hay mucha experiencia pueden dar una falsa impresién de

impureza.

2.3.2.2 Traslado de colonias

Las colonias pueden ser picadas por una aguja o pipeta pasteur y las células que se adhieren
ser transferidas rdpidamente a subcultivos. ™"

La transferencia por aguja expone las células al oxigeno y algunas células de la superficie
pueden morir. Para prevenir esto se puede tomar algo de agar que actia como escudo

protector de las células incrementando su viabilidad o bien como en este caso trabajar en e

interior de una cdmara anaerobia (Figura 2.3).

Monica Bonillu Sealineas
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Figura 2.2 Técnica de tubos rodados.
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(a) Inoculacién; (b) Rodamiento de
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Figura 2.3 Técnica de tubos rodados. (a) y (b) Traslade de colonias dentro
de la camara anaerobia

Monica Bonilla Salinas
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La transferencia con una pipeta Pasteur es mejor para aislamientos dificiles y para proteger el
in6culo del aire. La colonia picada se introduce raipidumehte en un subcultivo con medio
liquido, que es de nuevo reinoculado en medio sélido para realizar otra serie de aislamientos.

El tubo con agar inoculado se solidifica roddndolo en un equipo Bellco Glass y para acelerar
el proceso se coloca hielo sobre los tubos. Durante los 30 dias de incubacién a 35°C, el agua
de sinéresis escurre a la base del tubo por las paredes verticales de la pelicula de agar. Esto
generalmente no, interfiere con el desarrollo de las coloniﬁs, pero para prevenir

contaminaciones hay que evitar que se extienda no inclinando los tubos.

2.3.2.3 Dilucion en serie del indculo

Debido a que la concentracién de colonias en el tubo inoculado es generalmente, alta, no es
ficil picar una sola colonia por lo tanto es necesario inocular varias diluciones del material
para lograr obtener colonias aisladas. Estas diluciones pueden hacerse directamente en los
tubos con agar fundido a una temperatura de 46°C, bajo condiciones anaerobias. Previo a la
inoculacién se introducen soluciones estériles que forman parte de la composicién del medio.
Una vez que el inéculo procedente de un subcultivo liquido se ha colocado en el primer tubo
con agar fundido, se realizan varias diluciones, en este caso 15 con una jeringa que penetra en
los tapones de goma. De esta forma se obtienen colonias aisladas en una o mds diluciones.

El método de jeringa es muy rdpido y conveniente también para transferir cultivos liquidos.
Justo antes de que se use la jeringa, el aire de su interior debe ser eliminado, insertando la

aguja en un flujo de gas libre de oxigeno, en este caso se usé N, en condiciones estériles.

Moenica Bonilta Salinas
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2.3.2.4 Criterio de pureza

Las colonias de diferentes especies difieren en tamaiio, textura, color, transparencia, margen.
forma, consistencia y otras caracteristicas (Figura 2.4).

Se necesita realizar una observacién cuidadosa para eliminar falsas conclusiones de impureza
debidas a la localizacién de la colonia en ¢l agar.

En el tubo rodado; la proporcién de colonias en la superficie ¢ entre el agar y el vidrio es
usualmente mayor que en otros métodos como en ¢l de cajas Petri, debido a que la pelicula de
agar en el primero es més delgada.

Sélo se contindan los aislamientos cuando la produccién de HS es notable, es decir
equivalente a la media del sulfato o tiosuifato adicionado.

Se hicieron 3 series de aislamientos en tubo rodado para cada colonia, hasta lograr purificarla

2.3.2.5 Reinoculacion en medio ligquido
Finalmente las cepas aisladas se reinocularon en 2 series mds de 12 diluciones en medio

liquido para lograr su purificacién y propagar el cultive (Figura 2.5).

2.4 PRUEBAS DE PUREZA
Después de los aislamientos en medio liquido y agar, se hicieron pruebas complementarias

para confirmar la pureza de las cepas.

Monica Bonitla Salinays
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Figura 2.4 Técnica de tubos rodados. (a) Crecimiento de colenias al cabo de
30 dfas de incubacién
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Figura 2.5. Técnica de tubos rodados. (a) 'Purga de la jeringa; (b) Reinoculacién
en medio liquido
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2.4.1 Observacion al microscopio
Se hicieron preparaciones en estado fresco y con tincion de Gram para observar la morfologia

de los cultivos.

2.4.2 Inoculaciéﬁ en un medio con glucosa.
Se hicieron inoculaciones por triplicado en medio liquido con glucosa 20 mM, sin aceptores
de electrones y se midié la densidad Gptica a 580 nm para observar el crecimiento de posibles

MiCroorganismos contaminantes.

2.5 CARACTERIZACION DE BSR Y BTSR

Una vez confirmada la pureza de las cepas se determinaron sus caracteristicas metabélicas.

2.5.1 Utilizacién de aceptores de electrones: sulfato y tiosulfato

Se hizo una prueba de utilizacién de aceptores de electrones de las cepas aisladas, en tubos
Hungate con medio liquido. Se incubaron a 35°C y se midi6 la densidad Sptica a 580 nm. Se
utilizaron los sustratos en donde se aislaron las cepas y se midi6 ia produccién de H3S.

2.5.2 . Utilizaciéon de sustratos

De acuerdo con Widdel (1988) y Hansen (1993) se presenta la tabla 2.4 con los compuestos

que se conoce pueden ser utilizados como sustratos por las BSR.

Monica Bonilla Salinas
33



Lo

ey

e b

Materiales v métodos

Tabla 2.4 Sustratos utilizados para la caracterizacion de las BSR

Carbohidratos Acidos Carboxilicos Hidrocarburos Compuestos
Alifaticos aromiticos nitrogenados
D-Manitol
L-Ramnosa Propiénico Tolueno Aminas
Galactosa Butidco Antlina
Maltosa Férmico
D-Fructosa Aminoiacidos
D-Ribosa Aromaticos Casaminodcidos
D-Xilosa Benzoico
L-Xilosa
Manosa Acides Dibasicos
Sacarosa Succinico

Lactosa Oxdlico
Gilucosa ! :

Alcoholes y Fenoles Oxidcidos Cetonas Gases
Etanol Milico Acetona H,/CO,
Fenol Lictico
Polifenol
Catecol

Se hicieron 3 series consecutivas de cultivos lquidos en tubos Hungate por triplicado para
determinar la utilizacién de los sustratos en las BSR. Se prepararon soluciones a | M de cada
uno de ellos, las cuales se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min, excepto los
carbehidratos, que se esterilizaron por filtracién en filtros millipore de 0.20 um de porosidad.
Estas soluciones madre se agregaron finalmente para alcanzar una concentracion final de 20
mM en los 5 mL de medio liquido justo antes de la inoculacién. Para estas pruebas se utilizé
un volumen de in6culo del 10% y los cultivos fueron incubados a 35°C.

El criterio empleado para determinar la utilizacién de los sustratos por los microorganismo.;;
fue la aparicidén de crecimiento medido por espectrofotometria a 580 nm.

Se contaba con testigos, cultivos sin sustrato, inoculados para comprobar que el aumento de
densidad 6ptica no venia de sustratos residuales presentes en el indculo o de los componentes

del medio,
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2.6 TECNICAS ANALITICAS

Para determinar el crecimiento de las bacterias, se tomaron como parimetros la absorbancia
medida por fotocolorimetria y la produccién de H»S cuantificada por cromatografia de gases

y fotocolorimetria.

2.6.1 Crecimiento celular

Y El crecimiento celilar, se midi6 por fotocolorimetria a 580 nm en un aparato Spectronic 20

Bausch & Lomb.

2.6.2 Cuantificacion de H2S gaseoso

Se cuantificé el H2S gaseoso, de los cultivos con un cromatdgrafo de gases Varian modelo
3400, equipado de una columna capilar Poraplot Q de Chrompack de 28 m de longitud por
0.83 mm de didmetro, con un sistema de inyeccién split y un detector fotométrico de flama

(FPD) usando las siguientes condiciones de operacién:

Y Temperatura de la columna:  30°C

| Temperatura del detector: ~ 220°C
Temperatura del inyector: 150°C
Gas acarreador: He

‘\.
.

Volumen de inyeccién: | mL de muestra gaseosa .

Monica Bonitla Safinas
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Se preparé ﬁna curva de calibracién de la manera siguiente: Se inyectaron diferentes
volimenes de H2S (0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0 mL) en botellas seroldgicas de 57.57
mL de capacidad, con 20 mL de agua reducida.

Se calculé la concentracién molar correspondiente a la fase gaseosa de las botellas y se
inyecté 1 mL de cada una de las diluciones en el cromatégrafo. Se graficaron los datos de la

altura vs 1a fraccién mol de HsS y se hizo una regresion lineal simple (Figura 2.6).

200
Q
1™
3 100
<
y = 11.685 + 495.30x RA2 = 0.982
0 . [ r T r T .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

y(fracc mol) de sulfurc gaseoso

Figura 2.6 Curva de calibracion del H;S gaseoso
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2.6.3 Cuantificacion de H>S disuelto
Para cuantificar la produccién de H»S disuclto, se usé la téenica colorimétrica de Cord -
Ruwisch (1985). Se agregé 0.1 ml de las muestras a tubo.\" Hungate en agitacion. que
contenian 4 mL de un reactivo de cobre (HCI 50 mM y CuS0y 1 M) y se midid Lt absorbancia-
a 480 nm. en un fotocolorimetro Spectronic 20. Se calibré el aparato con un blanco. que
consistia de 4.0 ml de HCI (50 mM) y 0.1 ml de muestra. Se hizo una curva de culibracion a
partir de una solucién patrén de NusS. con diluciones en cascada de 10 a 90 mM. A los tubos
Hungate con 4.0 ml de reactivo de cobre, se les adicioné 0.1 mL de las diluciones
correspondientes mie‘fhtras se agitaban, se midio la absorbancia a 480 nm.

Los datos correspondientes a la concentracién de Na»S (mM) vs absorbancia, se graficaron v

se hizo una regresion lineal simple (Figura 2.7).

0.6~

‘Absorbancia a 480 nm

_ y = - 7.9694e-2 + 1.5367e-2x R"Z = 0.986

I T T v T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Sulfuro de sodio (mM)-
Figura 2.7 Curva de calibracion del H,S disuelto
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3. BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS

Las BSR pueden utilizar el sulfato y el tiosulfato entre otros compuestos oxidados del azufre.
como aceptores finales de electrones en reacéioncs de oxido - reduccidn con sustratos.

En esta primera parte se presenta el aislamiento y la caracterizacion de las BSR del lodo
analizado con ambos aceptores de electrones. El aislarmiento se dividié en dos etapas: medios
liquidos de enriquecimiento para propagacién y medios sélidos en tubo rodado para lograr
una separacién fisica de las colonias. Se hizo la caracterizacién de las cepas aisladas con base
en la utilizacién de aceptores de electrones y sustratos, finalmente se compararon los

resultados con las espccies de BSR reportadas.

3.1 AISLAMIENTOS DE BSR EN MEDIO LIQUIDO

Esta etapa tiene como objetivo obtener cultivos enriquecidos de BSR que reduzcan el sulfato
y el tiosulfato oxidando sustratos en el proceso de respiracién.

Se hicieron dos aislamientos consecutivos en medio liquido de enriquecimiento usando como
sustratos acetato y lactato (20 mM) ya que favorecen el desarrollo de una gran variedad de
especies de BSR del grupo Iy II respectivamente (Widdel, 1938).

Se midi6 el crecimiento de manera indirecta tomando como respuesta la produccién de H»S.

3.1.1 Primer aislamiento de BSR en medio liquido de enrigquecimiento:
determinacion de la concentracion de extracto de levadura en el medio
de cultivo

Se hizo un primer enriquecimiento con dos concentraciones diferentes de extracto de

levadura, a manera de establecer la mds adecuada para el desarrollo de BSR.
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En las figuras 3.1 y 3.2 se muestran los resultados de la produccién de H3S disuelto y se
observa que sélo cuando el extracto de levadura estd presente en el medio de cultivo. se
produce H»S. No se observaron diferencias en la produccién de H2S en ninguna de las
concentraciones, por lo que se seleccioné la mds baja, para evitar que el extracto de levadura
actuara como fuente de carbono.

Hay que tomar en cuenta que si bien por una parte el extracto de levadura, puede incrementar
el crecimiento en algunas especies de BSR (Holt et al., 1994), por otra puede favorecer el
desarrollo de una gfan cantidad de microorganismos no sulfato reductores, interfiniendo asi

con el proceso de aislamiento.

50 +

mmol/L

Sulfuro de hidrégeno

L)
3
o
8
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h
[=]
[
&
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[
[
(o=

Tiempo (horas)

Figura 3.1 Produccién de H3S disuelto a diferentes concentraciones de
extracto de levadura, usando acetato como sustrato y sulifato

como aceptor de electrones. T=35C pH=7.0. MO sin extracto de
levadura; #,0 0.2 g/L. de extracto de levadura; A, A 2.0 g/L de extracto de

levadura
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SOW

40 +

mmol/L

Sulfure de hidrégeno

0 S0 100 10 200 250 300 350

Tiempo (horas)

Figura 3.2 Produccién de H2S disuelto a diferentes concentraciones de
extracto de levadura usando lactato como sustrato y sulfato como

aceptor de electrones. T=35"C pH=7.0. B,0 sin extracto de levadura;
4,0 0.2 g/L. de extracto de levadura; A, A 2.0 g/L de extracto de levadura

3.1.2 Segundo aislamiento de BSR en medio liquido de enriquecimiento:
utilizacién de sustratos

Para diferenciar las bacterias sulfato reductoras del grupo I de las del grupo 1, se utilizaron el

lactato y el acetato como sustratos ya que son los compuestos més utilizados por las BSR en

el proceso de sulfato reduccién.

En los resultados de las figuras 3.3 y 3.4 se observé mayor produccién de H;S, cuando se

utilizé lactato con cualquier aceptor de electrones. sulfato o tiosulfato.

Esto podria indicar que en el cultivo, predominan las BSR del grupo [, que fermentan el

lactato hasta acetato.

Se observé también que los cuitivos con acetato presentaron una produccién de H2S similar a
la del testigo (sin sustrato) lo cual indica que £ste no es utilizado como donador de electrones

y que por lo tanto en el cultivo no hay BSR del grupo II, capaces de usar este sustrato.

Monica Bonilla Salinas
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50 +

1]

40

mmol/L
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Produccion de H3;S disuelto correspondiente al 2o.
enriquecimiento, usando acetato y lactato como sustratos y
sulfato como aceptor de electrones. T=35°C pH=7.0. W]
Acetato ; ®,0 Lactato; A Testigo (sin sustrato)

Tiempo (horas)

Produecion de H;S disuelto correspondiente al 2o,
enriquecimiento, usando acetato y lactato como sustratoes v

tiosulfato como aceptor de electrones. T=35°C pH=7.0. W.J
Acetato ; .0 Lactato; A Testigo (sin sustrato)
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Los resultados indican que en el reactor hay BSR, que utilizan sulfato y tiosulfato como
aceptores de electrones. Hay que notar que se obtuvo una mayor produccion de HaS con
tiosulfato (Figura 3.4).
Finalmente se puede decir, que de acuerdo con los resultados de los aislamientos en medio
liquido de enriquecimiento, en la muestra del lodo se encontraron BSR, que llevaron a cabo la
oxidacién del lactato, aparentemente de manera incompleta hasta acetato, reduciendo
prefereniemente tiosulfato. No se encontraron BSR, gque oxidaran el acetato.
Se puede explicar esto (iltimo si se toma en consideracién que la muestra original de indculo
proviene del lodo de un reactor anaerobio, en el cual existe una gran variedad de
microorganismos que interactian entre si en competencia por los sustratos disponibles.
Particularmente el acetato tiene un papel fundamental en el proceso de la digestién anaerobia y
es consumido bésicamente por dos grandes grupos de bacterias: las metandgenas
acetocldsticas y las sulfato reductoras que debido a la competencia ven mermada su poblacién
hacia uno u otro sentido dependiendo de las condiciones fisicoquimicas propias del sisterna
(Widde!, 1988; Oude, 1998). En este caso, de acuerdo con los resuttados, adn sin realizar
una cuenta, el nimero de BSR degradadoras de acetato del grupo Il era minimo o nulo en la

muestra analizada

3.1.3 Determinacién de la utilizaciéon del acetato + H2/CO2 por respiracion y
de la dismutacion del tiosulfato en presencia del acetato

Se hicieron algunos cuitivos en paralelo a los enriquecimientos con acetato + H»/CO»> v

tiosulfato (20 mM) para determinar si en el lodo habia bacterias que tuvieran la capacidad de

utilizarlos. El Hp/CO» permite la utilizacién del acetato en algunas bacterias (Badziong y

Thauer, 1978; Hansen. 1993; Peck, 1993) ya que actiia como fuente de energia y carbono

adicional al sustrato del cultivo. Ademds se probaron cuitivos para evidenciar la capacidad de

Manica Bonilla Salinas
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las bacterias del lodo para dismutar el tiosulfato en presencia del acetato (2 mM) que en esty
concentracion no actia como fuente de energia sélo proporciona el carbono: sin embargo en
la dismutacién el crecimiento esta en proporcién a la cantidad del tiosulfato adicionado y no
con la concentracidn del acetato (Bak y Cypionka, 1987; Bak y Pfennig, 1987).

Los resultados (Figura 3.5) muestran crecimiento en los cultivos con acetato y H2/CO-,
porque en la digestién anaerobia varios grupos de microorganismos estin interrelacionados
entre si y el producto del metabolismo de unos es el sustrato de otros (Widdel. 1988: Oude.
1998). |

Por lo tanto no es poéiblc aislar slo una especie con un (inico sustrato, ya que se requiere de
la interaccién de varios a fin de obtener los factores de crecimiento necesarios (Hespell,
1990). En este caso, fue necesario proporcionar al medio de cultivo otra fuente de energia y
carbono ademds del acetato, que promovié su crecimiento; sin embargo existe la posibilidad
de que fuera el Hp/CO; el sustrato inorgénico, que realmente sustenté el crecimiento por
autotrofia, proceso muy comin entre las BSR.

Ademads en losrcultivos con tinicamente acetato (2 rﬁM) no hubo crecimiento de BSR por

dismutacidn del tiosulfato ya que no se observé produccion de HS.

50
40

mmol/L

Sulfure de hidrdgeno

0 l. 1 T 1
0 S0 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Figura 3.5 Produccion de H;S disuelto, usando tiosulfato como aceptor de

electrones. T=35"C pH=7.0. B,(J Acetato 2 mM : ®.0 Acetato 2 mM +
H2CO,
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3.2 AISLAMIENTOS DE BSR EN MEDIO SOLIDO

3.2.1 Inoculacién en tubo rodado

El objetivo de los aislamientos en tubo rodado es la obtencién de colonias aisladas
fisicamente. A través de las reinoculaciones en medio selectivo, va lograndose la purificacion
del cultivo por la disminucién de la microbiota acompaiiante.

Los cultivos con mayor produccion de H3S, correspondientes al segundo aistamiento en
medio liquido de 'enriquecimiento, se inocularon en tubos Hungate en tres series
consecutivas, realizdndose cada vez 15 diluciones para cada cultivo.

En la tabla 3.1 se resumen los tres aislamientos consecutivos por duplicado, se presentan los
resultados correspondientes a las diluciones mds altas en cada inoculacién, en donde la
produccién de HaS haya sido la mayor de la serie y se resumen las caracteristicas de las
colonias aisladas. )

En cada inoculacion se incubaron los tubos durante 30 dfas a 35°C, haciendo un total de 90
dias de incubacidn en medio sélido para la obtencidn de cada cepa pura.

Se puede observar, que debido a la presidn selectiva ejercida por los medios de cultivo, en las
reinoculaciones, en algunos casos no hubo crecimiento o bien fue de colonias blancas y sin
produccién de H2S, como es el caso de los aislamientos con lactato + sulfato. debido
probabiemente a que las colonias no eran de BSR, sino otro tipo de microbiota contaminante
que habia logrado sobrevivir hasta ese momento. S6lo se continuaron los aislamientos de los

cultivos con colonias negras, caracteristicas de BSR y con alta produccién de H>S

correspondientes a los de lactato + tiosulfato.

Monica Bonilla Sulinas
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Resultados v discusion
3.2.2 Reinoculacién en medio ligquido
Para comenzar a realizar la caracterizacién fenotipica, se reinocularon las 5 cepas aisladas en
tubos Hungate con medio liquido en doce diluciones en lactato (20 mM) como sustrato y
tiosulfato (20 mM) como aceptor de electrones.
Se asigné arbitrariamente una numeracién del | al 5 a las cepas que se aislaron en Ids cultivos
de lactato + tiosulfato (ver la tabla 3.2). Los resuitados muestran que después de reinocutar

las cepas, sdlo crecieron 1a 3 y 1a §, por lo tanto sélo se caracterizaron estas cepas.

Tabla 3.2 Produccién de H3S en cultivos en medio liquido con lactato ¥

tiosulfato
la. Inoculacién 2a. Inoculacién
Cepas Dilucién H>S mM Dilucién H»S mM
1 10- 1 0
2 10-1 0
3 10-12 10.67 10 -9 9.86
4 10- 1 0
S 10-3 12.29 10-3 12.50

3.3 PRUEBAS DE PUREZA

3.3.1 Observacion al microscopio

Para observar la morfologia de las bacterias aisladas asi como para comprobar su pureza. se
hicieron observaciones (100x) con un microscopio compuesto Olympus (Figura 3.6
Concluyendo que en ambas cepas se obéervé una morfologia homogénea. En la cepa 5 se

observaron vibrios mientras que en la cepa 3 se observaron bacilos aislados y formando

cadenas.

Menica Bonilfa Salinay
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Figura 3.6 Bacterias sulfato reductoras (100x). (a) Cepa 3 bacilos aislados y formando
cadenas; (b) Cepa § vibrios
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3.3.2 Inoculacién en un medio con glucosa

Dado que las BSR no utilizan este sustrato en ausencia de sulfato o tiosulfato, esta prueba es
confirmativa de su pureza ya que el crecimiento indicard la presencia de algunas bacterias
fermentativas son capaces de crecer en glucosa sin aceptores de electrones.

Se hicieron inoculaciones en tubos Hungate en medio liquido con glucosa (20 mM) sin
sulfato o tiosulfato para confirmar la pureza de las cepas.

Una vez confirmada la pureza de las cepas aisladas, se continué con algunas pruebas

bioquimicas, para conocer mejor su metabolismo y lograr asi una identificacién preliminar.

3.4 CARACTERIZACION

3.4.1 Utilizacién de aceptores de electrones: sulfato y tiosulfato

Para comprobar si las cepas aisladas en lactato + tiosulfato eran capaces de crecer en sulfato,
se inocularon dos series consecutivas de doce diluciones cada una en tubos Hungate con
medio liquido con lactato (20 mM) y se midié de manera indirecta el crecimiento expresado
como produccién de H»S.

En la tabla 3.3 se muestran comparativamente los resultados obtenidos del crecimiento en
ambos aceptores de electrones al mismo tiempo de incubacidn. Indican que los dos aceptores
de electrones fueron utilizados, por ambas cepas. La cepa 3 presentd una baja produccién der
H7S similar para los dos aceptores, mientras que la cepa 5 presenté una mayor produccién

con el tiosulfato, debido a la mayor proporcién de azufre en la moiécula.

Monica Bonilla Salinus
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Tabla 3.3 Prueba de utilizacion de aceptores de electrones de las cepas
aisladas de BSR en lactato

la. Inoculacién 2a. Inoculacidén
Cepas Aceptor Dilucién HoSp mM Dilucién H>Sy mM
de electrones
3 Sulfato g4 1.80 10 -6 1.55
Tiosulfato 10-10 3.32 10 -4 1.63
5 Sulfato 10 -1 3.27 10-! 2.14
Tiosulfato 10-1 7.95 10! 11.60

»

H»S 1 =H3S disuelto. .

3.4.2 Utilizacion de sustratos

Se hizo una seleccién de los sustratos reportados para BSR, para hacer la caracterizacién de
las cepas aisladas. Cada cepa se inoculé con cada uno de los sustratos tanto en sulfato como
en tiosulfato, en tubos con medio liquido.

Se hicieron por triplicado tres inoculaciones consecutivas. En la tabla 3.4 se presentan los
promedios de la absorbancia y produccién de H,S de la tercera reinoculacién.

Los cultivos se incubaron a 35°C. Se tomaron dos criterios para considerar el crecimiento: la
absorbancia que se midi6 a 580 nm hasta alcanzar la fase estacionaria y la produccién de H»S
gaseoso medido en la fase estacionaria para determinar si las cepas crecieron debido a la
oxidacién de los sustratos por reduccién del sulfato o tiosulfato. Para que un sustrato sea
considerado como usado por las cepas, la absorbancia deberd ser mayor que la presentada por
los testigos y la produccién de H»S positiva. En algunos casos, se observé un aumento en la
absorbancia pero sin produccion de H3S, lo cual indica que 1z utilizacién de estos sustratos se
hizo por vias diferentes a la sulfato reduccidn. Algunas especies tienen la habilidad de crecer
fermentativamente en ‘ausencia de sulfato o tiosulfato en sustratos orgdnicos tales como
piruvato, fumarato, malato y lactato (Hansen, 1993).

Monicu Bonilla Salinas
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Tabla 3.4 Utilizacién de diferentes sustratos expresada como crecimiento en
las cepas aisladas de BSR en los dos aceptores de electrones

Absorbancia 380 nm

cepal tio gcepad sul cepal tio cepad sul

Testigos 0.09 + 0.08- 0.06 + 0.03 -
Carbohidratos

D-Manitol 0.100 + 0.095 + 0.04 0.010
L-Ramnosa 0.125 + 0.200 0.005 0.040
Galactosa 0.135 + 0.100 + 0.470 + 0.020
Maltosa 0.145 + 0.120 + 0.040 0.025
D-Fructosa 0.095 + 0.100 + 0.025 0.020
D-Ribosa 0.095 + 0.125 + 0025 0.040
D-Xilosa 0.06 0.095 0.040 0.000
L-Xilosa 0.115 + 0.110 + 0.030 0.000
Manosa 0.135 + 0.110 + 0.475 0.030
Sacarosa 0.160 + $.100 + 0.040 0.025
Lactosa 0.0750 0.120 + 0.025 0.020
Glucosa 0.08 0.085 0.035 0.010
Acidos Carboxilicos:

Alifaticos

Acético 0.083 0.023 0
Propiénico 0.095 + 0.115 + 0.035 0.030 +
Butirico 0.065 0.095 0.030 0.040
Férmico 0.175 - * 0.170 - * 0.050 0.000
Aromiticos

Benzoico 0.06 0.070 0.045 0.050
Acidos Dibisicos

Succinico 0.140 - * 0.03 0.045 0.000
Oxilico 0.03

Hidrocarburos aromaticos

Tolueno 0.05 0.09 0.045 0.015
Compuestos nitrogenados g

Aminas

Anilina 0.1 - 0.06 0.035 0.025
Aminoacidos

Casaminodcidos 0.160 - (0.140 - 0.040 - 0.040 -
Alcoholes y Fenoles

Etanol 0.39 + 0.320 + 0.26 + 0.30 +
Fenol 0.03 0.09 0.06 0.045
Polifenol

Catecol 0.025 0.06 0.06 0.010
Oxiacidos

Malico 0.190 . 0.09 0.195 - Q.000
Lactico 0.37 + 0.06 + 0.40 + 0.40 +
Cetonas

Acetona 0.085 0.096 0.025 0.030
Mezcla de Gases

H2/CO4 0.295 + 0.03 + 0.20 + 0.19 +

+ H28 positivo.

- H32S negativo, * turbios debido al sustrato

50

Maénica Bonitla Salines



L

b e o

!

(™

L

reoT ST

Resultados v discusion
Los resultados en negritas indican la utilizacion de los sustratos ya que la absorbancia es
mayor que la del testigo y los asteriscos indican la presencia de turbiedad debida al sustrato.
Como se muestra en la tabla 3.4 las cepas aisladas de BSR ademds de presentar diterencias

morfolégicas, mostraron diferencias metabdlicas ya que cada una utilizé diferentes sustratos.

.Sin embargo algunos como el etanol, el lactato y el Hp/COg, fueron utilizados en comdin.

La utilizacién del Ho/CQ7, mostré su capacidad para crecer por autotrofia, caracteristica
comun entre las BSR.

Se pudo observar también que hubo diferencia en la utilizacién de los sustratos, dependiendo
del aceptor de electrénes involucrado.

Las cepas aisladas mostraron tener caracteristicas poco frecuentes entre las BSR como son: la
utilizacién de gran variedad de aziicares y de aminodcidos como sustratos.

La utilizacién de azicares, no es comun, sélo pocas especies de BSR han sido reportadaé
como capaces de utilizar los carbohidratos como sustratos. Es particularmente el caso de
algunas especies de Desulfatomaculum : Dtm. nigrificans 'y Dtm. geothermicum que pueden
utilizar fructosa y Dim. antarticum la glucosa; mientras que en especies de Desulfovibrio se
ha observado utilizacién de glucosa en Dv. salexigens y fructosa en Dv. fructosovorans .

La cepa 3 correspondiente a Desulfotomaculum, logrd la utilizacién de la mayoria de los
aziicares probados, en presencia de tiosulfato utilizé: el manitol, la ramnosa, la galactosa. la
maltosa, la manosa y la sacarosa mientras que en presencia de sulfato utilizd: la ramnosa. la
galactosa, la maltosa, la fructosa, la ribosa, la xilosa, la manosa, la sacarosa y la lactosa. Lo
cual revela caracteristicas especiales en la cepa. S6lo se conoce una especie aislada de una
termita: Desulfovibrio termitidis, que tiene la habilidad para utilizar varios carbohidratos.

(Widdel, 1988; Hansen, 1993).

Modnica Bonilla Salinas



o erie

!

Resultados v discusion

Por otra parte la cepa 5 que correspondiente a Desulfovibrio, crecié en presencia de tiosullato
en la galactosa y la manosa carbohidratos, que no han sido reportados como sustratos pari
BSR.

Aln cuando algunas especies de BSR tienen la capacidad metabdlica para oxidar los
aminodcidos en general no se obtiene un buen crecimiento. Algunas especies de
Desulfovibrio pueden utilizar varios aminodcidos entre ellos la cisteina , la alanina, la serina.
la glicina, el aspartato, la treonina, el glicerol y especies de Desulfotomaculun como Dt
ruminis, Dtm. thermoacetoxidans pueden utilizar alanina. Desulfococcus niacini  usa

glutamato (Widdel, 1988; Hansen, 1993)

‘La cepa 5 perteneciente al género Desulfovibrio no pudo utilizar los casaminoicidos como

sustratos. Sin embargo se observé que la cepa 3 perteneciente al género Desulfotomacudun
si utilizé los casaminodcidos como sustrato.

En algunas especies de BSR se ha reportado la utilizacién del 4cido madlico como aceptor de
electrones. En la cepa 3 se observa la utilizacién del 4cido madlico, pero sin produccidén de
H>»S, lo cual indica que no hubo suifato reduccién. Por lo tanto, en este caso, el dcido mdlico
ﬁudo haberse usado como aceptor de electrones y no como sustrato.

El formiato ¢ el propionato s¢ sabe que pueden ser oxidados por algunas especies hasta

acetato y CO; lacepa 3 Desulfotomaculum, mostrd crecimiento en estos sustratos.

3.4.3 Identificaciéon preliminar
En la tabla 3.5 se compararon los resuitados de las cepas aisladas con los datos reportados en
la literatura. Se llegé a la conclusién de que las caracteristicas de las cepas 3 v 5 coincidian

con las caracteristicas de los géneros Desulfotomaculum y Desulfovibrio respectivamente

(Holt et al., 1994).
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Tabla 3.5 Caracteristicas de las cepas aisladas de BSR

Caracteristicas

Morfologia de las colonias

Cepa 3

Cepa 3

Colonias negras brillantes Colonias negras briilantes

concavas con
continug

borde c¢Oncavas con borlde

continuo
Morfologfa de los microorganismos Bacilos Vibrios
Utlizacién de sustratos con tiosulfato D-Manitol Galactosa
: L-Ramnosa Manosa
Galactosa Etanol
Maltosa Milico
L-Xilosa Lactico
Manosa Hy/CO»
Sacargsa
Casaminodcidos
Etanol
Mailico
Lictico
Ha/COy
Utilizacion de sustratos con sulfato L-Ramnosa Etanol
Galactosa Léctico
Maitosa HH/CO4
D-Fructosa
D-Ribosa
L-Xilosa
Manosa
Sacarosa
Lactosa
Casaminodcidos
Etanol
Oxidacidn de contpuestos orgdnicos Incompleta Incompleta
Reaccién Gram + +
Motilidad + +
Similitud con géneros reportados Desulfotomaculum Desulfovibrio

Monica Bonilla Salinas
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4. BACTERIAS TIOSULFATO REDUCTORAS QUE NO
REDUCEN SULFATO

Las BTSR pueden utilizar el tiosuifato y el azufre elemental con excepcién de algunas
especies, pero no el sulfato como aceptores finales de electrones en reacciones de oxido -
reduccién con sustratos.

En esta segunda parte se presenta el aislamiento de las BTSR del lodo analizado con
uosuifato. El ajslaxn‘iénto se divide en dos etapas: medios liquidos de enriquecimiento para
propagacion y medios sélidos en tubo rodado para lograr una separacién fisica de las
colonias. Se hizo una caracterizacién de las cepas aisladas con base en los aceptores de

electrones.

4.1 AISLAMIENTOS DE BTSR EN MEDIO LIQUIDO

Esta etapa tiene como primer objetivo obtener cultivos enriquecidos de BTSR que hagan Ia
dismutacién del tiosulfato o que lo respiren. Como segundo objetivo se pretende detectar la
capacidad autotréfica de algunas bacterias.

Para incrementar el nimero de microorganismos deseados y adaptarlos a las nuevas
condiciones, se hicieron dos aislamientos consecutivos en medio liquido de enriquecimiento
usando casaminodcidos, porque se ha encontrado que éstos al igual que las proteinﬁs son los
sustratos de predileccién para las BTSR no sulfato reductoras.

En los aislamientos con medio liquido de enriquecimiento, se manejaron dos concentraciones

en los sustratos, para identificar el proceso metabélico involucrado:

Meinica Bonilla Salinas
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-Respiracién de los casaminodcidos: los casaminodcidos (5.0 g/L) actian como donadores de

electrones mientras que el tiosulfato actiia como el aceptor.

-Dismutacién_del tiosulfato: En este caso el tiosulfato actia como donador y aceptor de

electrones mientras que los casaminodcidos (0.1 g/L) sélo propercionan €l carbono necesario

_para el crecimiento celular.

4.1.1 Primer aislamiento de BTSR en medio liquido de enriquecimiento:
utilizacién de casaminoacidos + H2/CO3

Se hizo un primer enriquecimiento con la mezcla de H»CO, + casaminodcidos. es
conveniente agregar al medio compuestos que pérmitan potenciar la propagacion de las
bacterias de interés ya que al inicio del proceso de aislamiento, los microorganismos se estin
adaptando a las nuevas condiciones de laboratorio y su poblacién es todavia minoritaria.

En los resultados de la figura 4.1, se observa que se obtuvo un buen crecimiento utilizando
ademds de los casaminodcidos una fuente de ehergia adicional como es el Hy/CO».

Como no se observaron diferencias en el crecimiento en las dos concentraciones de
casarmninodcidos, se realizé un segundo enriquecimiento, utilizando dGnicamente a los.

casaminodcidos como fuente de carbono y energia y compardndoio con los cultivos de

casaminoécidos + Hy/COs.

Moanica Bonifla Salinas
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mmol/L

Sulfuro de hidrégeno

1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (horas)

Figura 4.1 Produccién de H2S de los cultivos del primer enriquecimiento
para BTSR, utilizando tiosulfato como aceptor de electrones.

T=35"C pH=7. WM, Casaminoicidos 0.1g/L + HxCO>;  €.0
Casaminodcidos 5 g/L+ Hy/CO;

4.1.2 Segundo aislamiento de BTSR en medio liquido de enriquecimiento:
utilizacién del tiosulfato por respiracion de casaminodcidos o por
dismutacién

Se hizo un segundo enriquecimiento para determinar si en el cultivo habia bacterias con la

capacidad de utilizar los casaminodcidos como tinica fuente de carbono y energia, sin fuentes

de energia adicional.

Los resuitados de la figura 4.2, dan evidencia de que si hay bacterias capaces de utilizar los

casaminodcidos (5 g/L) como tnica fuente de carbono y energia por el proceso de

respiracion.

Aparentemente la adicién del H»/CO; favorecid la utilizacién de los casaminodctdos por las

BTSR ya que se observé mayor produccién de HaS con respecto a fos cultivos que no 1o

tenian.

No se observd la dismutacién del tiosulfato en los cultivos con casaminodcidos (0.1 ¢/L).

Monica Bonilla Salinas
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Tiempo (horas)

Produccién de H3S de los cultivos del primer enriguecimiento

para BTSR,

utilizando tiosulfato como aceptor de electrones.

T=35'C pH=7. W,0 Casaminoécidos 0.1 g/L.; ¢,0 Casaminodcidos 5g/L:
A, A Casaminodcidos 5 g/L+ HoCO»

proceso de respiracion.

Finalmente se puede decir que con la seric de medios liquidos de enriquecimiento. se pudo
determinar que en los cultivos existian bacterias con la habilidad para utlizar los

casaminodcidos (5 g/L) como donadores de electrones y el tiosulfato como aceptor en el

Aparentemente el Ho/COj tiene un efecto positivo en la utilizacion de los casaminodcidos
porque potencia el crecimiento de las bacterias, ya que actiia como fuente de energia adicional
en el cultivo; sin embargo como no es un cultivo puro, se trata todavia de un consorcio
microbiano, es dificil determinar si el incremento en la produccion de HsS no es ¢l resultado
de la reduccion del tiosuifato con el Hy de otras bacterias.

En los cultivos con casaminoédcidos (0.1 g/L.) no se observé la dismutacién del tiosuitato.

Monica Benniiia Salinas
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4.2. AISLAMIENTOS DE BTSR EN MEDIO SOLIDO

4.2.1 Inoculacién en tubo rodado
A partir de los cultivos del segundo aislamiento en medio liquido de enriquecimiento. se
inocularon tres series consecutivas en tubo rodado, realizdndose 12 diluciones cada vez para

cada cultivo.

En la tabla 4.1 se presentan los resultados correspondientes a la dilucién mds alta de cada
serie, en donde la produccién de H3S haya sido la mayor y se resumen las caracteristicas de
las colonias aisladas; cada inoculacidn se incubd durante 30 dfas a 35°C haciendo un total de
90 dias de incubacién para cada cepa aislada.

Tratdndose de medios selectivos, se observé que en algunos cultivos, a través de las
reinoculaciones ya no se presenté crecimiento, probablemente debido a que las colonias
originalmente no eran exclusivamente de BTSR o bien a que la proporcién de éstas no era
representativa y se perdieron en las reinoculaciones por la manipulacién.

Finalmente se observa en los resuitados que se lograron aislar tres colonias de los cultivos
con casaminoédcidos y H/CO; y cinco colonias de los cultivos con casaminodacidos. Sélo se

continué el aislamiento y la caracterizacién con estas dltimas cinco cepas.

Moaonica Bonilla Salinas
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4.2.2 Reinoculacion en medio liquido

Para comenzar a realizar la caracterizacion fenotipica, se reinocularon las 5 cepas aisladas en
tubos Hungate en medio liquido en doce diluciones sucesivas con casaminodcidos (5 g/L)
como sustrato y tiosulfato (20 mM) como aceptor de electrones. Se asigné arbitrariamente

una numeracién de [ a 'V a las cepas aisladas (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Diluciones correspondientes a las mdximas absorbancias en los

(ﬂ '" cultivos liguidos de las cepas aisladas con tiosulfato
l1a. Inoculacién 2a. Inoculacién
Cepas Dilucién  Absorbancia Dilucién  Absorbancia

I 10-1 0.15 10-11 0.14

11 10-6 0.09 10 - 12 0.05

I 10-3 0.13 10- 9 0.10

VI 10-3 0.13 10- 10 0.09

Vv 10-2 0.12 -9 0.26
(""{f] 4.3 PRUEBAS DE PUREZA

4.3.1 Observacién al microscopio

Se hicieron observaciones de los cultivos liquidos en un microscopio compuesto Zeiss. con
un objetivo de 100x (Figura 4.3).

Se decidi6 continuar la caracterizacién s6lo con las cepas I y 111 que se encontraron puras.

Se realiz6 una prueba complementaria para confirmar la pureza de estas dos cepas.
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Figura 4.3 Bacilos formande cadenas (100x). (a) Cepa I; (b) Cepa III
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4.3.2 Inoculacién en un medio con glucosa -

Para confirmar la pureza de las cepas, se hace la inoculacién en glucosa, ya que pone de
manifiesto la presencia de microorganismos no tiosulfato reductores en el medio de cultivo
cuando aumenta la absorbancia después de un tiempo de incubacién.

Se hizo una inoculacién en tubos Hungate con medio liquido con glucosa (20 mM) sin
tiosulfato u otro acéptor de electrones; para evidenciar Ia presencia de bacterias fermentativas.
La ausencia de crecimiento al finalizar la incubaci6n, se consideré como prueba de pureza.
Una vez confirmada la pureza de las cepas por observaciones al microscopio y la prueba de

glucosa, se comenzd con la caracterizacién.

4.4 CARACTERIZACION

4.4.1 Utilizacion de aceptores de electrones: sulfato y tiosulfato

La principal caracteristica de las BTSR es la incapacidad para utilizar el sulfato como aceptor
de electrones.

Con esta prueba se pretende determunar si las cepas aisladas en casaminodcidos y tiosulfato
son efectivamente BTSR o si se trata de BSR con capacidad para crecer en casaminodcidos
sustrato raramente utilizado por estas bacterias.

Para discriminar el tipo de metabolismo de las cepas se inocularon en tubos Hungate por
triplicado con medio liquido con casaminodcidos en ambos sulfato y tiosulfato
respectivamente para comparar su capacidad para utilizar ambos compuestos como aceptores

finales de electrones. Se midié6 la absorbancia (Tabla 4.3).

Monica Bonilla Salinas

62




Resultados v discusion

Tabla 4.3 Prueba de utilizacién de sulfato y tiosulfato como aceptores de
electrones en las cepas aisladas en casaminoacidos

Absorbancias 580 nm

Cepas Aceptor de electrones t (O h) t (48)

0.05 0.15

Sulfato 0.04 0.17

I 0.05 0.15

3_ Tiosulfato 0.05 0.17

¢ 0.05 0.16

! 0.04 0.07

- 0.04 0.11

! Sulfato 0.04 0.10

! 0.06 0.09
1 I

i 0.04 0.10

: Tiosulfato 0.04 0.08

0.04 0.15

—

Los resultados de la tabla 4.3 muestran, que las cepas I y III, redujeron el sulfato y el
tiosulfato en presencia de casaminoécidos.

De acuerdo con estos resultados, se puede considerar que se trata de cepas BSR, que son
capaces de oxidar los casaminoécidos en presencia de tiosulfato o de sulfatb como aceptores
de electrones. Esta caracteristica no es frecuente y sélo se ha reportado en algunas especies
(Hansen, 1993).

Finalmente podemos sefialar que de acuerdo con los resultados obtenidos, en el lodo

anaerobio no se encontraron BTSR tiosulfato reductoras que no reducen sulfato.
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5. CONCLUSIONES

A partir de! lodo de un reactor UASB, se siguieron dos lineas de aislamientos en paralclo.
una dirigidh hacia las BSR y la otra hacia las BTSR.

En el aislamiento de las BSR en medio liquido de enriquecimiento, se hicieron varias
observaciones, destacando la capacidad de las bacterias del grupo I para utilizac el lfactato
como donador de electrones en presencia de un aceptor como sulfato o tiosulfato.

En los cultivos no se observaron bacterias del grupo II que utilizaran el acetato como donador
de electrones, pero s{ se observé crecimiento en los cultivos, que ademds de acetato contaban
con una fuente de enérgia adicional como es el caso del acetato + Hp/CO». Sin embargo se
sabe que la utilizacién del H/CO2 como fuente de energia inorgédnica, es muy comin entre
las BSR , por lo tanto en este caso es posible que el crecimiento se deba a la utilizacion de
éste.

En los cultivos para BSR. no se obsevé dismutacién del tiosulfato.

Después de dos series consecutivas en medio liquido y tres en medio sélido, se hizo una
preidentificacién de las 2 cepas aisladas de BSR con base en la utilizacion de aceptores de
electrones y sustratos, se compararon sus caracteristicas con las de los géneros reportados y
se concluyé que se trataba de Desulfotomaculum y Desulfovibrio .

Ambas cepas presentaron capacidad para crecer por autotrofia en Hp/CO3, entre otros
sustratos en comdn.

Sin embargo es importante destacar que en el caso de Desulfotomaculum, se observaron
caracteristicas muy poco frecuentes entre las especies de BSR hasta ahora conocidas. como
fue la capacidadlpara utilizar una gran variedad de carbohidratos y casaminodcidos como

sustratos, lo que podria indicar que se trata de una nueva especie.
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Ademis Desulfovibrio, utilizé como sustratos dos carbohidratos no comunes. que son

galactosa y la manosa, lo cual revela una caracteristica interesante en esta cepa.

En cuanto al aislamiento para BTSR. se observé la utilizacién de casaminodcidos como
donador de electrones con tiosulfato como aceptor .

Los cultivos con HyCO, + casaminodcidos, presentaron mayor crecimiento que los
correspondientes con casaminodcidos, por lo que se deduce que su presencia favorece la
utilizacidn de éstos:

En los cultivos de BTSR no se observé dismutacion del tiosulfato.

Después de realizar dos series de aislamientos en medio liquido de enriquecimiento y tres en
medio sélido, se hizo una caracterizacién por utilizacién de aceptores de electrones para
comprobar que realmente se trataba de BTSR. Sin embargo en los resultados, se pudo
comprobar que no se trataba de BTSR, sino de BSR con capacidad para crecer en
casaminodcidos como donador de electrones y tiosulfato o sulfato como aceptores.

Es necesario sefialar que la capacidad de las cepas de BSR para crecer en casaminodcidos, no
es comun, por lo tanto esta caracteristica es de interés y con mas estudios fenotipicos y
genotipicos pddria determinarse si se trata de especies nuevas.

No se encontraron BTSR, no obstante que las caracteristicas que se seleccionaron para su
aislamiento fueron adecuadas. Sin embargo se encontraron especies con caracteristicas poco
comunes entre las BSR hasta ahora conocidas.

Las perspectivas de este experimento son sin duda interesantes, se trata de un trabajo pionero:
ya que no hay hasta el momento suficiente informacion sobre las especies de bacterias que

utilizan el tiosulfato en los reactores anaerobios y es muy posible que las cepas aisladas
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