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Resumen

La oxidacion de compuestos reducidos de azufre inorganicos a azufre elemental y sulfato
por bacterias quimiolitoautotrofas tiene importancia aplicada para la eliminacién de sulfuro en
efluentes, en la corrosion microbiolégica del concreto y en biomineria. Los compuestos
inorganicos de azufre son exclusivamente oxidados por bacterias y arqueas. Las bacterias
sulfoxidantes, se agrupan principalmente en la clase de las Gammaproteobacterias y son
encontradas en ambientes con pH acido, neutro o alcalino. EI amplio rango de estados de
oxidacién del azufre (de -2 a +6) ha propiciado la aparicién de una gran variedad de enzimas
redox que les permiten oxidar diferentes compuestos inorganicos de azufre. Sin embargo, en la
actualidad, no se sabe con claridad cuéles de estas enzimas y rutas metabdlicas usan los
microorganismos para oxidar diferentes compuesto azufrados a diferentes pHs o
concentraciones de oxigeno, ya sea en ambientes naturales o en biorreactores. Un mejor
conocimiento de estas enzimas y rutas permitiria optimizar las condiciones de las reacciones de
sulfoxidacién y mejorar la actividad catalitica de estos microorganismos para su aplicaciéon a
bioprocesos industriales. En el caso de la corrosién microbiolégica, se podrian disenar
inhibidores especificos de la actividad sulfoxidante.

Palabras clave: Bacterias sulfoxidantes, metabolismo de la sulfoxidacion, enzimas redox,
eliminacion de sulfuro, corrosién microbioldgica.
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Abstract

The oxidation of inorganic reduced sulfur compounds to elemental sulfur and sulfate by
chemolithotrophic bacteria has practical importance in the removal of sulfide in effluents, in the
microbial corrosion of concrete and in biomining. Inorganic sulfur compounds are exclusively
oxidized by bacteria and archaea. Sulfur-oxidizing bacteria mainly belong to the
Gammaproteobacteria and are found in environments with acidic, neutral or alkaline pH. The
wide range of sulfur oxidation states (from -2 to +6) has favored the emergence of a variety of
redox enzymes able to oxidize different inorganic sulfur compounds. However, at the present
time, it is not clear which enzymes or pathways are used to oxidize different sulfur compounds at
different pH or oxygen concentration, either in natural environments or in bioreactors. A better
knowledge of these enzymes and pathways would allow the optimization of sulfoxidation reaction
conditions and improve the catalytic activity of these microorganisms for their application in
industrial bioprocesses. In the case of microbial corrosion, specific inhibitors of the sulfur-
oxidizing activity could be designed.

Keywords: Sulfur-oxidizing bacteria, sulfoxidation metabolism, redox enzymes, sulfide removal,
microbial corrosion.

Introduccién

El azufre es el décimo elemento mas abundante en la corteza terrestre. Se encuentra
naturalmente en la cercania de aguas termales, zonas volcanicas, minas y agua de mar en forma
de minerales de sulfato (yeso, CaS0O,42H,0), minerales de sulfuro (pirita, FeS,), azufre elemental
(S°) vy sulfato (SO4%) [1].

Bioquimicamente, el azufre es muy importante dado que es abundante en todos los
organismos, donde aparece en compuestos organicos como aminoacidos, proteinas, hormonas,
lipidos y vitaminas, entre otros. La materia organica viva y muerta constituye un reservorio menor
de azufre pero de rapido reciclado [2]. En contraste, los compuestos inorganicos de azufre,
tienen un papel biolégico mas restringido, sirviendo como fuente de azufre para su asimilacién e
incorporacion en los compuestos organicos o son empleados como donadores o aceptores de
electrones en el transporte desasimilativo durante los procesos de respiracion y fotosintesis de
algunos procariontes [3].

Quimicamente las reacciones oxido-reductivas de los compuestos azufrados son
complejas debido a que los atomos de azufre existen en 9 estados de oxidacién desde (+6)
hasta (-2) (Tabla ). Los 3 estados de oxidacion mas abundantes en la naturaleza son: -2 en
form2a del anién sulfuro de hidrégeno (HS), 0 en forma de azufre elemental (SO) y +6 en forma de
SO, [4].
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Tabla I. Estados de oxidacidon del azufre en algunos compuestos inorganicos (adaptado

de [4]).
Estado de .
. ‘. Compuestos y formula
oxidacién
2 acido sulfhidrico (H,S), sulfuro de hidrégeno (HS"), sulfuro (82'), azufre
terminal del tiosulfato (82032')
-1 azufre terminal de los polisulfuros ('S-S,-S") y del tiosulfato (82032')
0 azufre elemental (S,), azufre interno de los politionatos ((03S-S,-SO3’)
+4 sulfito (SO5%), bisulfito (HSO3)
azufre en la sulfona de los politionatos ((03S-S,-SO3’) y azufre interno del
+5 L 2.
tiosulfato (S,03)
+6 sulfato (SO4%)

Ciclo biogeoquimico del azufre

En el planeta, los compuestos azufrados circulan entre el suelo, los océanos, la
atmésfera y la materia viva, a través de reacciones descritas en el llamado ciclo biogeoquimico
del azufre (Fig. 1). El azufre experimenta transformaciones ciclicas en su estado de oxidacion de
-2 (HS) a +6 (8042'), debido a procesos quimicos, geoldgicos y biolégicos.

Una parte importante de la movilidad de los compuestos de azufre se debe a que pueden
encontrarse como gases o disueltos en liquidos y asi transportarse en la naturaleza. Por ejemplo
el H,S, que es un gas a condiciones normales, se encuentra como acido o base segun el pH de
la solucién segun los siguientes equilibrios:

H,S —>HS + H pK, =7

HS — S* + H' pKy =12

Siendo las sales mucho mas solubles que el H,S, la cantidad disuelta en agua puede
variar segun el pH de la solucion. De esta forma, una solucién a pH=10 puede contener 1000
veces mas de sulfuros totales que a pH=4,

Las bacterias desempefian un importante papel en este ciclo, tanto en su parte reductiva
como en su parte oxidativa [6]. Las bacterias oxidantes de azufre y sulfuros producen S0.%
mientras que las bacterias sulfato-reductoras lo consumen utilizandolo como aceptor de
electrones en su respiracion anaerobia y produciendo H,S.

Bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes

Los compuestos inorganicos reducidos de azufre son oxidados casi exclusivamente por
procariontes [7]. Los procariontes sulfoxidantes son filogenéticamente diversos. El dominio
Arquea esta restringido a los miembros del orden Sulfolobales (hipertermdfilas) y en el dominio
Bacteria, el azufre es oxidado por litétrofos aerobios o por fotétrofos anaerobios. Adicionalmente,
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algunos microorganismos heteroétrofos, incluyendo bacterias y hongos, tienen la capacidad de
oxidar compuestos reducidos de azufre.

La oxidacion de compuestos inorganicos reducidos de azufre por bacterias
quimiolitoautétrofas es parte vital del ciclo biogeoquimico del azufre en el medio ambiente.
Ademas, este tipo de reacciones tienen importancia en el tratamiento de la contaminacion por
compuestos de azufre, en corrosion y en mineria. La Figura 2 muestra un arbol filogenético de
bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes construido a partir de la comparacién de secuencias
del gen 16S rRNA y con énfasis en aquellas bacterias de importancia practica. En su gran
mayoria estas bacterias pertenecen a la clase de las Gammaproteobacterias.

Azufre
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asimilativa

depbsitos mineralizacién

desulfato minerales
desulfuro

(pirita, etc)
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I
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| \ / o-proteobacterias
I oxidacion anaerobica por oxidacion anaerébica por B_prOtQObaCte”as
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: ~— — g-proteobacterias
e ~|  Procariontes [ Arqueas
Aquificales
depositos q .
deazufre Cianobacterias
Bacteriasno verdes
del azufre

Figura 1. Ciclo del azufre (adaptado de [5]).

Las bacterias quimiolitoautétrofas obtienen su energia de la oxidacién de donadores de
electrones inorganicos y fijan el CO, por el ciclo de Calvin (Fig. 3). La mayoria de las bacterias
sulfoxidantes usan oxigeno molecular (O;) como aceptor final de electrones. Algunas especies,
como Thiobacillus denitrificans, son también capaces de usar nitrato (NO ) en condiciones
anaerobias como aceptor final de electrones [5].

Las fuentes de donadores de electrones inorganicos son diversas y abundantes en la
naturaleza; pueden ser de origen geoldgico, biolégico y antropogénico. La actividad volcanica es
una importante fuente de compuestos inorganicos reducidos de azufre al igual que la sulfato-
reduccion. Las actividades derivadas de la agricultura y mineria asi como la quema de
combustibles fosiles y otras actividades industriales liberan compuestos inorganicos reducidos de
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azufre al medio ambiente, los cuales pueden ser utilizados como donadores de electrones por
las bacterias quimiolitoautotrofas sulfoxidantes.

Paracoccus denitrificans

93
[ Acidiphilium acidophilum
100 L Acidiphilium cryptum
100 [~ Thiobacillus thioparus
2 b Thiobacillus denitrificans
M 58 Acidithiobacillus thicoxidans
Acidithiobacillus fen
100
Acidithiobacillus caldus
39 100 | Thiomicrospira crunogena
[‘ Thioalkalimicrobium aerophilum
69
100 * Thioalkalimicrobium cyclicum
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L] 100 Thicalkalivibrio paradoxus
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Figura 2. Arbol filogenético basado en el alineamiento de secuencias del gen 16S rRNA
de bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes. Se incluyeron también las secuencias del
mixétrofo Pantotrofus denitrificans y de heterétrofos del género Acidiphilium. En rojo se
indican las bacterias aciddfilas, en azul las bacterias alcaléfilas y haloalcaléfilas y, en
negro, las neutrofilas.
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Figura 3. Energia y flujo de carbono en el metabolismo quimiolitoautétrofo (adaptado de

[6]).

Los compuestos de azufre mas comunes que pueden ser utilizados como fuentes de energia son
el H,S, el s? y el 82032'. En la mayoria de los casos, el producto final de la oxidacion del H,S es
el SO, y el cambio de estado de oxidacion es de 8. Se libera menos energia cuando se utilizan
compuestos de azufre con estados de oxidacion intermedios [6]:

(1) HyS + 20, > SO,% + 2H" Producto final, AG® =-798.2 kJ/reaccion
sulfato

(2) HS + % O, + H" > S° + H,0 Producto final, AG®" =-209.4 kJ/reaccion
azufre

(3) S° + H,0 + %4 0, »> SO4% + H,0 Producto final, AG® = -587.1 kJ/reaccion
sulfato

(4) S,057 + H,0 + 20, — 2S0,% + 2H,0 Producto final, AG® = -818.3 kJ/reaccion
sulfato

Las bacterias sulfoxidantes quimiolitoautotrofas se desarrollan éptimamente en una
amplia variedad de habitats, a altas temperaturas y condiciones &acidas (exclusivamente
termofilos Gram positivos del género Sulfobacillus) y en condiciones mesofilicas a pH acido,
neutro o alcalino para todas las demas bacterias (Proteobacterias) (Fig. 2 y Tabla Il) [7]. La
Figura 4 muestra algunas bacterias sulfoxidantes quimiolitoautétrofas y los habitats en donde se
desarrollan.
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Figura 4. Distintos habitats donde se desarrollan bacterias quimiolitoautétrofas
sulfoxidantes. A) Rio Tinto, Espafia, a) micrografia de Aciditiobacillus ferrooxidans; B)
Fuentes hidrotermales, b) en azul bacterias sulfoxidantes endosimbidticas de gusanos
anélidos; C) Lago Mono, EU, c) morfologia colonial de Thioalkalivibrio jannaschii.

Recientemente tres nuevos géneros de bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes han
sido descritos provenientes de lagos alcalino-sédicos de Asia Central, Africa y America del Norte:
Thioalkalimicrobium, Thioalkalivibrio y Thioalkalispira [8]. Estos organismos son distintivos por su
capacidad para crecer a pH mayores a 9 y tener actividad sulfoxidante hasta pH 11. Otra
caracteristica de estos organismos es su capacidad de crecer en ambientes salinos con
concentraciones de hasta 4 M de Na® total. Actualmente, se estudia la capacidad del género
Thioalkalivibrio para oxidar H,S en condiciones haloalcaléfilas, por su alto potencial para
aplicarse en un proceso biotecnolégico de remocion de HS en corrientes gaseosas [9].
Organismos similares han sido recientemente aislados en México a partir de muestras de
sedimentos y aguas del ex-Lago de Texcoco en el Estado de México [10].

La Figura 5 muestra la morfologia colonial de algunas bacterias quimiolitoautétrofas
aisladas de ambientes neutros y acidos en concreto corroido del Sistema de Drenaje Profundo
de la Ciudad de México asi como en condiciones haloalcaldfilas en aguas y sedimentos del ex-
Lago de Texcoco. En algunas tomas se puede apreciar la acumulacién de S° de color blanco o
amarillento en las colonias.
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Figura 5. Sitios de muestreo y bacterias quimiolitoautétrofas aisladas de ambientes
acidos, neutros y alcalinos de México. A) Emisor central del Sistema de Drenaje Profundo
de la Ciudad de México; (a) y (b) Aislados de muestras de concreto corroido en medio
para neutrdfilas; (c) y (d) Aislados de muestras de concreto corroido en medio para
aciddfilas. B) Ex - lago de Texcoco. (1), (2), (3) y (4) Aislados de sedimentos y aguas
alcalinas en medio para bacterias haloalcaldfilas.

El S° puede ser formado por diversas bacterias sulfoxidantes (Tabla Il). El s° producido
por estos microorganismos puede almacenarse en glébulos de azufre, situados dentro o fuera de
la célula. Los glébulos de azufre excretados son particulas coloidales estabilizadas contra la
agregacion por repulsion electrostatica. El s° formado tiene algunas propiedades que lo
diferencian claramente con respecto al s° inorganico. La densidad de las particulas es, por
ejemplo, méas baja que la densidad del azufre inorganico y las particulas de azufre producidas
biolégicamente tienen caracteristicas hidrofilicas mientras que el azufre ortorrébmbico (Sg) se
conoce por ser hidrofébico [11].
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Tabla Il. Caracteristicas fisiolégicas de algunas bacterias quimiolitoautétrofas
sulfoxidantes de importancia aplicada.

Organismo T optima PH Globulos de Importancia
g (°Cc) 6ptimo azufre P
Bacterias Gram
positivas
Diversas especies de 40 1224 No reportado Extraccion 'de rpetales
Sulfobacillus en mineria
Betaproteobacteria
Tratamiento de la
Thiobacillus 6.8 — Extlracelulares, contaminacién de aguas por
e finamente compuestos de azufre y
denitrificans 7.4 . . L
dispersados nitratos en condiciones
anoxicas
Tratamiento de emisiones
Thiobacillus thioparus 6-8 Extracelulares = gaseosas contaminadas con
azufre

Gammaproteobacteria 25-30

Drenaje acido de minas,

Acidithiobacillus extraccion de metales,
; 2-6 Extracelulares g
ferrooxidans corrosion de metales y
concreto
Acidithiobacillus Drenaje acido de minas,
. . 2-5 Extracelulares extraccion de metales,
thiooxidans

corrosion de concreto
Tratamiento de biogas y
Thioalkalivibrio sp. 7.5-10.5 Extracelular emisiones gaseosas

contaminadas con azufre

Actividad sulfoxidante

La técnica de respirometria se basa en el consumo de O, como una medida indirecta de la
actividad sulfoxidante de las bacterias. Los calculos de las tasas relativas de oxidacion a partir de

la velocidad de consumo del O, (qO2) consideran los siguientes factores de la relacion sustrato
azufrado/O, de acuerdo a la estequiometria de la oxidacién:

Para H,S:
H,S + 20, — H,SO,
0.5 mol H,S/mol O, 0 0.53 mg H,S/mg O,

Para 82032':
S,05% + H,0 + 20, — 2S0,% + 2H,0
0.5 mol S,05*/mol O, 0 1.75 mg S,05% /mg O,
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En las figuras 4 y 5 se muestra el efecto del S,05% y del HS™ como fuentes de energia en
el consumo de O, para Thiomicrospira crunogena TH-55 y Halothiobacillus neapolitanus c2. En
los resultados presentados, el efecto de la oxidacién quimica de los compuestos azufrados fue
restado de la velocidad de reaccidén global. T. crunogena es una bacteria originaria de fosas
marinas hidrotermales profundas. Es la bacteria quimiolitoautétrofa con la tasa de crecimiento
mas alta reportada hasta ahora. H. neapolitanus c2 es procedente de aguas azufradas. Es la
bacteria modelo en estudios de estructura y funcion de carboxisomas. Estas dos bacterias tienen
su genoma completamente secuenciado.
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Figura 6. Consumo de O, para (A) T. crunogena TH-55 y (B) H. neapolitanus c2 en
presencia de S,05%.

Al incrementar la concentraciéon de 82032' en el intervalo de 0 a 0.1 mM, las qO2 tienen
un comportamiento de orden 1 mientras que al incrementar la concentracion de 0.25 a 3 mM, las
tasas se mantienen constantes (reaccidon de orden cero), debido a la saturacién de los sistemas
enzimaticos (Fig. 6). No se presento inhibicién en presencia de este compuesto azufrado.
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Figura 7. Consumo de O, para (A) T. crunogena TH-55 (o) y (B) H. neapolitanus c2 (e)
en presencia de HS'.

A concentraciones de HS™ mayores a 0.025 mM para H. neapolitanus c2 y mayores a
0.075 mM para T. crunogena TH-55 se presenta un efecto inhibitorio de la oxidacion (Figura 7).
El HS™ es un inhibidor del crecimiento celular debido a que reacciona con metales, en particular
con el hierro contenido en los citocromos [12].

El sulfuro es un compuesto volatil en condiciones acidas y muy soluble como sales (HS’
y Sz') en agua en condiciones alcalinas. Por lo tanto, es interesante llevar a cabo la sulfoxidacion
en condiciones alcalinas. Con el fin de obtener bacterias sulfoxidantes alcaldfilas para la
oxidacion del sulfuro, se buscé un punto de muestreo a nuestro alcance, el ex-Lago de Texcoco,
que presenta las caracteristicas de un lago alcalino-sédico. El consorcio C1 se obtuvo mediante
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un proceso de enriquecimiento a partir de la mezcla de muestras de suelos del ex-Lago de
Texcoco, en un medio mineral especifico para bacterias alcaléfilas quimiolitoautotrofas
sulfoxidantes (con S,05% como donador de electrones y un amortiguador de carbonatos de pH
10.2) [13]. El efecto del pH sobre la actividad sulfoxidante del consorcio C1 en presencia de
S,05% 0 HS' se estudio por respirometria a distintos valores de pH (Fig. 8).

0.60+
0.554
0.50
0.45
0.40
0.354
0.304
o 0.25
~ 0.201
0.154
0.104
0.054
0.004

proteina * min

o,/

mmoles

Figurz'a 8.2 Efecto del pH sobre el consumo de O por el consorcio C1 en presencia de
8203 _y S°.

Como se observa en la figura anterior, tanto para el HS" como para el S,05% la qO, mas
alta se encontré6 en un pH de 9.0, lo cual es consistente con los valores 6ptimos de pH
reportados para los géneros descritos de bacterias alcaléfilas quimiolitoautétrofas sulfoxidantes
que tienen un intervalo éptimo de actividad sulfoxidante entre pH 9.0 y 10.2 [14].

Se muestra ahora el efecto del S,05% (Fig. 9) y del HS™ (Fig. 10) como fuentes de
energia en la actividad sulfoxidantes del consorcio C1. Al incrementar la concentracién de 82032'
en el intervalo de 0 a 0.3 mM, la tasa de consumo de O, tiene un comportamiento de orden 1. Al
incrementar la concentracion de 0.3 a 5 mM, las tasas de consumo de O, se mantienen
constantes (reaccion de orden cero), debido a la saturacién de los sistemas enzimaticos. No se
presenta inhibicion de la actividad sulfoxidante con este compuesto azufrado. En presencia de
HS™ se presenta una inhibicion de la actividad sulfoxidante. Los resultados indican que al
aumentar la concentracién de 0 a 0.3 mM, el comportamiento es de orden 1. Mientras que en el
intervalo de concentracion de 0.3 a 1.5 mM, la reaccién es de orden cero. Finalmente a una
concentracion mayor a 1.5 mM se presenta un efecto inhibitorio de la oxidacion.
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Figura 9. Capacidad sulfoxidante del consorcio C1 con S,04%.
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Figura 10. Capacidad sulfoxidante del consorcio C1 con HS'.

Relevancia ambiental y biotecnologia

Si bien el azufre es esencial para la vida celular, este elemento forma también parte de
importantes problemas ambientales, como consecuencia de un desequilibrio de su ciclo
biogeoquimico natural, debido a emisiones antropogénicas excesivas de compuestos azufrados
que rebasan la capacidad de la naturaleza para degradarlos [5,15]. Entre los compuestos de
azufre de mayor importancia que se emiten a la atmdsfera se encuentran diversos compuestos
inorganicos como el dioxido de azufre (SO,), el sulfuro (H,S) y el disulfuro de carbono (CS,).
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Cerca de un tercio de todos los compuestos de azufre, y 99% del SO,, que llegan a la atmdsfera
provienen de las actividades humanas.

El H,S es un importante contaminante ambiental, que pese a los esfuerzos globales se
encuentra entre los compuestos reducidos de azufre mas emitidos al medio ambiente. El H,S es
un gas incoloro altamente reactivo, corrosivo y toéxico, con olor caracteristico a huevos podridos.
El H,S se encuentra de forma natural en los gases de los volcanes, manantiales de azufre,
emanaciones de grietas submarinas, pantanos, petréleo crudo, gas natural y como producto de
la degradacién biologica anaerobia de la materia organica en pantanos, ciénagas y llanuras
cubiertas por las mareas. Las fuentes industriales engloban a una gran cantidad de industrias:
produccion y transporte de petrdleo y gas, refinerias, plantas de gas natural, plantas
petroquimicas, hornos de coque, industria alimentaria, industria del papel, curtidurias, plantas
depuradoras de aguas residuales, etc. [15]. Ademas de estos efectos, es nocivo para las vias
respiratorias y produce olores que afecten a la calidad de vida de las personas. Por otra parte,
sus propiedades corrosivas ocasionan danos en infraestructura industrial tanto en procesos
donde se libera este gas, como en aquellos procesos disefiados para removerlo, provocando
indirectamente el deterioro de paredes de concreto en plantas de tratamiento de aguas,
reactores y sistemas de drenaje; corroyendo tuberias, tanques, valvulas y bombas de acero. Por
lo que la eliminacion y manejo del H,S, es tanto un problema de salud, ambiental y alto impacto
econémico.

La emision de H,S en los sistemas de drenaje debido a la actividad de las bacterias
sulfato-reductoras esta indirectamente asociada a la corrosion del concreto (Fig. 11).

Corrosién

Ducto de concreto
Oxidacion aerobia del sulfuro

Figura 11. Seccion transversal mostrando la corrosiéon de un ducto de drenaje debido a
la accion de microorganismos.

El H,S es poco soluble en soluciones acidas como los son las aguas residuales (pH 5-6)
y por lo tanto el H,S generado por sulfatoreduccion en las aguas residuales, ricas en materia
organica, es emitido del agua hacia al espacio libre del ducto. El concreto es un material alcalino
y el H,S es mucho mas soluble en condiciones alcalinas y se disuelve en el condensado formado
sobre la superficie del concreto expuesto donde sera convertido en S0.* por bacterias
quimiliolitoautétrofas sulfoxidantes neutréfilas y posteriormente aciddfilas. El S0.% producido al
combinarse con agua forma acido sulfurico (H.SO,) que acidifica progresivamente el concreto y
lo disuelve formando yeso vy etringita (3Ca0-Al,03:CaS04 12H,0 o 3Ca0-Al,03-:3CaS04-31H,0)
que se expande provocando la formacion de fisuras y picaduras hasta debilitar la integridad
estructural de los ductos y conducir a eventuales fallas y posible colapso. Este fendmeno se
conoce como corrosion del concreto inducida por microorganismos. En este caso es deseable
encontrar soluciones para inhibir la actividad sulfoxidantes de los microrganismos. La velocidad
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de corrosion del concreto en ductos de drenaje puede ser de 1 a 10 mm por afo, lo cual puede
reducir el tiempo de vida de estos sistemas a menos de 30 anos en lugar de los 80-100 afios que
podrian ser utiles. En el condado de Los Angeles (EU) un 10% de los ductos de drenaje son
sujetos a este tipo de corrosion [16]. Hemos realizado estudios preliminares a partir de muestras
de concreto corroido tomadas en diferentes puntos del Sistema de Drenaje Profundo de la
Ciudad de México en el afio 2008. El pH de las muestras de concreto se registrd entre 7 y 2, los
valores mas bajos se obtuvieron para los concretos mas deteriorados, donde la corrosion del
concreto fue tan extensa que dejaba totalmente expuestas las barras de refuerzo del concreto.
Se detectd la presencia y actividad de bacterias sulfoxidantes neutréfilas en practicamente todas
las muestras y de bacterias sulfooxidantes y oxidantes de hierro acidofilas en las muestras mas
acidas (Tabla Il). Los valores de pH encontrados y la presencia de bacterias sulfoxidantes
muestran que el concreto del Sistema de Drenaje Profundo presenta una corrosién quimica y
microbiolégica avanzada.

Los sulfuros suelen oxidarse espontdneamente cuando se encuentran en soluciones
acuosas en presencia de oxigeno. La velocidad de la reaccién depende de la relacion molar
sulfuro-oxigeno, del pH, de la temperatura, de la fuerza idnica y de la presencia de catallzadores
o inhibidores [4, 17]. Como intermediarios de la oxidacidon se producen principalmente s°,
polisulfuros, sulfito y politionatos [17]. Sin embargo, en muchos casos la velocidad de Ias
reacciones bioldgicas puede llegar a ser de 100 a 1000 veces mayor que las quimicas [5]. Es por
esta razén que en las ultimas décadas los procesos bioldgicos para la eliminacion de H,S en
efluentes industriales se han convertido en un complemento y alternativa para los procesos
fisicoquimicos. Estos bioprocesos se basan en la capacidad de bacterias qU|m|oI|toautotrofas
para oxidar los compuestos reducidos de azufre como el HZS produciéndose azufre s° 0 SO*
(Tabla II) En estos procesos, es preferible la formacién de s° debido a que es menos dafino que
el SO~ que formara H,SO,, requiere menos neutralizante, ademas de que es facil de separar
por sedimentacion [14,15]. Estos bioprocesos son aplicaciones benéficas del ciclo del azufre.

Enzimas y rutas metabdlicas de oxidacion del azufre en bacterias quimiolitoautétrofas

El amplio rango de estados de oxidacién del azufre (de -2 a +6) ha propiciado la
apariciéon de una gran variedad de enzimas redox capaces de transformar diferentes compuestos
de azufre. El 8203 , uno de los compuestos reducidos de azufre inorganico mas abundante,
juega un papel importante en el ciclo del azufre y es el sustrato cominmente oxidado por todas
las bacterias sulfoxidantes.

El proceso de degradacion del tiosulfato (82032') via tetrationato ((03S-S,-SO3’) como
intermediario implica a las enzimas tiosulfato quinona oxidorreductasa (TQO) y tetrationato
hidrolasa (TetH), que parecen ser comunes en las bacterias que viven en habitats extremos
acidos como Acidithiobacillus ferrooxidans [18]:

TQO TetH
28-S0, —  03-8-S,-S0,° — S-S0 + S0, + S°

La secuencia del genoma completo de Acidithiobacillus thiooxidans no ha sido publicada
aun por lo que no se sabe si este microorganismo comparte esta ruta metabdlica para la
oxidacion del 8203 .

El sistema multienzimatico Sox, estudiado en la bacteria mesoneutréfila Paracoccus
den/tr/f/cans es comun en Alfaproteobacterias foté- y quimidtrofas que convierten el S,05%
S04 sin la formacion del gloébulos de azufre como intermediario libre [19]. EI modelo actual deI
sistema enzimatico Sox abarca cuatro complejos periplasmaticos SoxXA, SoxYZ, SoxB y
Sox(CD), que oxidan el S,05% segun el siguiente mecamsmo (Fig. 12) SoxXA cataliza la
transferencia oxidativa y covalente del azufre sulfano del 8203 (S- SOg ) a la cisteina de la
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proteina acarreadora de substrato SoxYZ. El grupo squona (803 7) del S,05% es posteriormente
hidrolizado por la hidrolasa SoxB, produciendo S0.* y posteriormente el grupo sulfano es
oxidado a sulfona por Sox(CD), e hidrolizado otra vez por SoxB de tal modo que es restaurado el
complejo SoxYZ. La filogenia del gen soxB, que codifica para la tiosulfato hidrolasa, ha sido
estudiada y refleja la filogenia obtenida usando como marcador el gen 16S rRNA [20,21].

lA @.
(<))

Figura 12. Sistema multienzimatico Sox de P. denitrificans (tomado de [19]). Los circulos
soélidos representan atomos de azufre y los circulos vacios atomos de oxigeno.

Los pasos detallados de la oxidacién del 82032' son:

) SoxY-S + S-S0O;3 + SoxXAgx > SoxY-S-S-SO3 + SoxXAeq
) SoxY-S-S-S0O;3 + H,O + SoxB — SoxY-S-S + H,SO, + SoxB

(3) SoxY-S-S- + H,0 + SoxCDox — SoxY-S-SO- + 2H+ SoxCDyeq
) SoxY-S-SO- + H,0 + SoxCDox, — SoxY-S-SO, + 2H" + SoxCDeq
) SoxY-S-S0O, + H,0 + SoxCDyy —» SoxY-S-SO; + 2H" + SoxCDred
) SoxY-S-SO3 + H,O + SoxB — SoxY-S™ + H,SO,4 + SoxB

EIH,S vy el s° pueden ser oxidados por este sistema en2|mat|co con la siguiente primera
reaccion inicial y los pasos siguientes son los mismos que para el S,05%

SoxY-S + S + SoxXAxx — SoxY-S-S + SoxXAreq
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Figura 13. Posibles rutas metabdlicas propuestas para la oxidacién de compuestos
reducidos de azufre inorganicos. Es probable que no todas las rutas y enzimas estén
presentes en un solo organismo (adaptado de [7]).

La ruta ramificada de oxidacion del S,05% fue propuesta para aquellas bacterlas que
forman globulos de azufre intra- o extracelulares durante la oxidacion del 8203 Esta ruta
procede via la interaccion de dos sistemas enzimaticos espacialmente separados: un sistema
Sox troncado sin SoxCD y proteinas codificadas en el locus de la sulfito reductasa
desaS|m|Iator|a (Dsr) (Fig. 13). SoxXA acoplaria el S,05% a SoxYZ y SoxB liberaria una molecula
de SO,* de acuerdo a los pasos (1) y (2) descritos arriba para la oxidacién del S,05% por el
sistema Sox completo. Debido a la falta de SoxCD, el complejo SoxY-S-S- seria transferido a
globulos de azufre. La oxidacion del azufre almacenado en los glébulos procederla via la
participacion de las enzimas Dsr para liberar H,S, S05% y finalmente SO.% en una ruta
metabdlica inversa a la ruta de la sulfato-reduccion.

La presencia de las proteinas Dsr y de proteinas relacionadas con la sulfato-reduccion
(Apr) asi como la ausencia de SoxCD, ha sido generalmente detectada en bacterias que
almacenan azufre [21]. Es el caso de T. denitrificans, donde se han podido detectar estas
proteinas a partir de la secuencia completa del genoma de este microorganismo acumulador de
azufre [22]. Sin embargo no es siempre el caso ya que, por ejemplo, T. crunogena posee el
complejo Sox completo y no tiene las proteinas Dsr a pesar de que acumula azufre. En el caso
de T. thioparus, que también acumula altas cantidades de azufre, se ha detectado la presencia
de los genes que codifican para SoxB, DsrAB y AprAB por PCR, aunque no se ha reportado
explicitamente la ausencia de SoxCD [20,22,23,24]. Recientemente se hizo publica, en el
GenBank, la secuencia del genoma completo de dos cepas de Thioalkalivibrio sp. (HL-EbGR7 y
K90mix) en la que hemos podido detectar la presencia de proteinas emparentadas con SoxZ,
SoxY, SoxA y Dsr, por lo que en este género la oxidacion de compuestos azufrados y la
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acunlulacién de globulos de azufre podria ser mediante una ruta ramificada de oxidacién del
S,057.

Algunas bacterias quimiolitoautotrofas  utilizan una flavocitocromo  c-sulfuro
deshidrogenasa (Fcc) o una sulfuro quinona reductasa (Sqr) para oxidar H,S a s° (Fig. 13). La
Fcc no parece ser esencial para el crecimiento en presencia de H,S [19]. Se han encontrado los
genes sqr en una amplia variedad de bacterias quimiolitoautétrofas incluyendo A. ferrooxidans,
T. denitrificans y T. crunogena [25]. La enzima Sqr ha sido propuesta como la enzima
potencialmente responsable de la oxidacion de sulfuro en una amplia variedad de organismos
con excepcion de las plantas; esta oxidacion es importante para la circulacion global del sulfuro y
del carbono en la interfaz 6xica-andxica de varios ambientes, asi como para la tolerancia a H,S y
su detoxificacion [25,26]. La menor tolerancia de H. neapolitanus al H,S, comparado con T.
crunogena (Fig. 7), quizas se debe a que no se ha detectado la presencia de Sqr al analizar el
genoma completo de este microorganismo.

A. ferrooxidans puede consumir el S% de la siguiente manera [7]: El s° es activado por
glutatién en forma de glutation-sulfuro (G-SH). Este sulfuro es oxidado en el periplasma por una
sulfuro dioxigenasa, produciendo sulfito que es posteriormente oxidado a sulfato por una sulfito
deshidrogenasa.

La informacion sobre los detalles moleculares, genes, enzimas y rutas metabdlicas
implicadas en la oxidacion de compuestos reducidos de azufre por bacterias quimiolitoautotrofas
de importancia aplicada es aun limitada. Estos microorganismos producen diferentes tipos de
enzimas para metabolizar los compuestos azufrados. Un trabajo reciente con
Gammaproteobacterias oxidantes de azufre simbiontes de moluscos mostrdé que,
independientemente de las condiciones ambientales (aerébico, semidxico, anaerobio), todos los
genes que codifican para Dsr, Apr, SoxB, Sqr y Sat (Fig. 13) estan expresandose al mismo
tiempo, indicando que todas las rutas metabdlicas de oxidacién de azufre funcionan
simultaneamente en estos organismos [27]. Un mejor conocimiento de estas enzimas y rutas
permitiria mejorar las actividades cataliticas en bioprocesos benéficos (tratamiento de la
contaminaciéon por compuestos azufrados) o bien inhibirlas cuando tienen consecuencias
negativas (corrosion).
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