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IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS 
SULFATO REDUCTORAS DEL SUELO 

INUNDADO EN UN CULTIVO DE ARROZ 
 

Wilder Ugarte Obando1, David Espinosa 
Victoria2

 
 

RESUMEN 
 

Se identificaron bacterias sulfato reductoras 
anaerobias estrictas, moderadamente 
termófilas  de un suelo inundado en un 
cultivo de arroz, que se ubica en Jojutla, 
Morelos, México (latitud 18°36’53” N y 
longitud 99°11’43” O, altura 890 m). Esta se 
encuentra relacionada con Clostridium 
scindens con una similitud cercana al 87%. 
El análisis y comparación de la secuencia 
del 16S rRNA de la cepa identificada indicó  
que pertenece a la familia Clostridiaceae  
del dominio Bacteria. La morfología de la 
colonia es de forma circular de diámetro 
menor a 0.5 mm, formadora de esporas. Su 
crecimiento ocurre a temperaturas de 40 a 
55°C  y la óptima es de 50 °C. El rango de 
pH se encuentra entre 5 y 8 con un pH 
óptimo de 7 y crecimiento por debajo de   
10 g/L de NaCl. Se purificó una sola cepa, 
que resulto ser bacilos, gram-positivos.  
Utilizan S°, Na2 S2 O3 *5H2O, NO2

-
 y SO4

= 
como aceptores de electrones y solamente 
usa D-glucosa como donadores de 
electrones, también utiliza ya sea 
fermentando u oxidando los compuestos, 
gelatina, esculina y urea.  
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Sulfato Reductoras del Suelo Inundado. 
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IDENTIFICATION OF SULFATE 
REDUCING BACTERIA IN A FLOODED 

RICE CULTIVATION 
 

Wilder Ugarte Obando1, David Espinosa 
Victoria2  

 
ABSTRACT 

 
Sulphate-reducing anaerobic bacteria, 
moderately thermophilic, were identified in a 
flooded rice cultivation, which is located in 
Jojutla, Morelos, Mexico (latitude 18 ° 36'53 
"N and longitude 99 ° 11'43" W, elevation 
890 m). This is related with Clostridium 
scindens with a similarity close to 87%. The 
analysis and comparison of 16S rRNA 
sequencing of the identified strain indicated 
that it belongs to the family Clostridiaceae 
Bacteria. The morphology of the colonies is 
of circular shape of diameter less than 0.5 
mm, forming spores. Their growth occurs at 
temperatures from 40 to 55 ° C and the 
optimum is 50 ° C. The pH range is 
between 5 and 8 with an optimum pH of 7 
and growth below 10 g/L NaCl. A single 
strain was purified, which turned out to be 
gram-positive bacilli.  
They use S °, Na2 S2 O3 *5H2O, NO2

-
 and 

SO4
= as electron acceptors and only use   

D-glucose as electron donors; they also use 
either fermenting or oxidizing compounds, 
gelatin, esculin and urea. 
 
 
 
 
Keywords: Identification of Sulfate 
Reducing Bacteria of the floor Flood.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 
Las bacterias sulfato reductoras  reducen los sulfatos a sulfuro de hidrógeno. El 

proceso de sulfato reducción es una actividad metabólica llevada a cabo por las 

bacterias sulfato reductoras, las cuales son anaerobias estrictas y requieren la 

ausencia de oxígeno para su crecimiento. 

 

El interés por el estudio de las bacterias sulfato reductoras ha ido 

incrementándose en los últimos años debido a sus potenciales aplicaciones 

biotecnológicas como la formación de precipitados metálicos insolubles durante 

la biomineralización, así como en la biodesulfurización de gases, procesos 

biohidrometalúrgicos y su impacto e importancia a nivel ambiental y económico. 

 

Las bacterias sulfato reductoras efectúan una sulfato reducción desasimiladora 

utilizando principalmente  el sulfato como el aceptor terminal de electrones en la 

oxidación anaerobia de sustratos orgánicos, estas bacterias tienen la capacidad 

de activar el sulfato y reducirlo a sulfuro de hidrogeno. 

 

El sulfuro de hidrógeno es un compuesto gaseoso, detectado en el aire por el 

ser humano a una concentración de 0.002 ppm.   Biológicamente, es un 

compuesto activo que se produce principalmente a partir del proceso de la 

mineralización anaerobia de la materia orgánica denominado sulfato reducción. 

 

Este compuesto es una de las formas inorgánicas del azufre más peculiares 

que son producidas por las bacterias sulfato reductoras, es una sustancia 

altamente venenosa, corrosiva, que tiene un olor característico a huevo podrido.

1 
 



Pero no solo tiene aspectos negativos sino que en los ecosistemas acuáticos es 

utilizado por varios microorganismos durante su metabolismo y contribuye al 

mismo tiempo a caracterizar químicamente los sedimentos. 

 

Actualmente, ha surgido un gran interés por el estudio de las distintas especies 

de bacterias sulfato reductoras que habitan en diferentes  ambientes y en 

concentraciones de presión osmótica alta y en temperaturas elevadas, a sí 

como también de lugares con pH altamente ácido o alcalino con el fin de 

determinar sus características peculiares  de los microorganismos con el 

propósito de buscar un uso de las mismas. 

 

Las bacterias sulfato reductoras también participan en las reacciones de 

fermentación  de algunos compuestos y en la degradación de la materia 

orgánica  en ambientes terrestres y acuáticos anaerobios,  particularmente 

aquellas que se encuentran en  suelos inundados con agua de riego en cultivo 

de arroz. 

 

De la misma manera las bacterias sulfato reductoras son las que provocan la 

corrosión de los metales y también compiten por materia orgánica con las 

archeas  metanogénicas en reactores anaerobios.  

 

Pero también tienen sus usos y sus beneficios como por ejemplo, existen 

géneros capaces de limpiar suelos contaminados por metales pesados y en 

cuanto a tratamiento de aguas residuales su uso es mucho más extendido. 

 

Las bacterias sulfato reductoras además de su importancia obvia en el ciclo de 

azufre, son importantes reguladores de una variedad de procesos en los suelos 

inundados, en la degradación de la materia orgánica y en biodegradación de 

contaminantes.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 General 
 

 Identificar y caracterizar bacterias sulfato reductoras de suelo inundado 

en un cultivo de arroz. 

 
2.2 Específicos  
 

 Aislar y purificar las cepas  bacterianas  sulfato reductoras presentes en  

el suelo inundado en un cultivo de arroz en Jojutla, Morelos. 

 

 Identificar molecularmente a las bacterias sulfato reductoras presentes 

en el suelo mediante la secuenciación de su ADN. 

 

 Determinar las características fisiológicas, metabólicas y morfológicas de 

las bacterias sulfato reductoras aisladas del suelo inundado del cultivo de 

arroz. 
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3. REVISION DE LITERATURA 
 
3.1 Los suelos inundados 
 
En suelos inundados con agua de riego en un cultivo de arroz existen muchas 

bacterias anaerobias estrictas reductoras de sulfato, que llevan a cabo la 

degradación de la materia orgánica y la mayoría están asociadas con bacterias 

Gram positivas del género Clostridium. Es importante considerar que las 

condiciones anóxicas del suelo inundado favorecen la presencia de bacterias 

sulfato reductoras (Xin-Zhan et al., 2009). 

 
3.1.1 La comunidad microbiana del suelo  
 
El suelo es un ecosistema que contiene una gran variedad de poblaciones 

microbianas cuyos miembros representan muchos tipos fisiológicos. Las 

características químicas, físicas y biológicas de un suelo particular, así como la 

presencia de  las plantas influirán en el número y diversidad de funciones  del  

componente microbiano del mismo. Además, a causa de la naturaleza 

heterogénea del suelo, varios tipos fisiológicos de organismos serán 

encontrados en las proximidades cercanas de uno a otro. La comunidad 

microbiana del suelo es importante por su relación con la fertilidad del mismo y 

con los ciclos biogeoquímicos de los elementos; además de su uso potencial en 

aplicaciones ambientales e industriales. De ahí la necesidad de aislar e 

identificar a los miembros principales y menores de la comunidad microbiana 

del suelo (Maier, 2000). 
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3.1.2 Reducción de sulfatos 
 

 El azufre es un elemento presente en los suelos que está sujeto a una gran 

diversidad de reacciones químicas, en las cuales están involucrados numerosos 

microorganismos. Esto se debe a que el azufre se presenta en diferentes 

estados de oxidación como son: sulfato (+6), sulfito (+4), tío sulfato (+6), azufre 

elemental (0), di sulfuro (-1), y el sulfuro (-2) (Brock, 2004). 

 

En forma general puede decirse que los sulfatos son la forma estable del azufre 

en los suelos aireados, sin embargo estos pueden ser reducidos a sulfuro por 

los microorganismos cuando las condiciones son favorables para el desarrollo 

de bacterias anaeróbicas del tipo de Desulfovibrio desulfuricans, 

Desulfuvulgaris, Desulfujigas, y Desulfatomaculum nitrifican., Los sulfatos 

actúan como aceptores de hidrógeno en las reacciones metabólicas que 

proveen de energía a estos organismos y dado su carácter anaeróbico, su 

mayor actividad la realizan en  condiciones de potencial redox bajos y en zonas 

donde el pH se encuentra entre 5.5 y 8.5 (Brock, 2004). 

 
3.1.3 El sulfuro de hidrógeno  
 

El sulfuro de hidrógeno en concentraciones elevadas cancela la incorporación 

de nutrientes por los vegetales. En suelos inundados como los  arrozales y en 

los cultivos de maíz, se presentan condiciones reductoras.  

 

Si estos suelos son ricos en yeso o si el agua marina tiene acceso, la materia 

orgánica de las raíces de los vegetales estimula la sulfato reducción, 

ocasionando la liberación del ácido sulfhídrico que provoca la muerte de las 

plantas. Los compuestos con fierro presentes en el suelo pueden expulsar el 

sulfuro de hidrógeno y proteger entonces de esta manera a las plantas (Brock, 

2004). 
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3.2 El árbol filogenético 
  
El árbol filogenético es una estructura matemática, la cual muestra las 

relaciones evolutivas que hay entre especies las cuales tienen un ancestro 

común (López, 2006). Hasta 1970, los organismos vivos eran clasificados en 

dos grupos diferentes de acuerdo al tipo de célula (Figura 1). Los organismos 

procarioticos y eucariotícos; Sin embargo, Woese (1990) introdujo el uso de la 

subunidad de rRNA como herramienta filogenética. Muchas bacterias han sido 

identificadas al secuenciar gen 16S ya que contiene regiones de secuencias 

altamente conservadas. Lo anterior da la posibilidad de realizar alineamientos 

con secuencias del gene bank para saber de la similitud o variabilidad de la 

secuencia en cuestión (Madigan et al., 2004).  

 

Para crear un árbol filogenético se requiere de técnicas de Biología Molecular y 

de un software para  efectos de análisis computarizado. Todas las nuevas 

secuencias se alinean con secuencias obtenidas en las diferentes base de 

datos, y luego se generan varios árboles y se selecciona el que mejor se adapta 

a la información evolutiva (Funk, 1990). 

 
Figura 1: Árbol filogenético de los seres vivos. http://rdp.cme.msu.edu 
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La mayoría de los árboles filogenéticos fueron realizados por diferentes 

métodos, sin embargo los más utilizados son los que emplean la distancia y la 

parsimonia. En el primer caso, se hace un recuento de las posiciones que 

tengan alguna diferencia entre ellas, a partir de los resultados se construye una 

matriz de distancias que muestra la distancia evolutiva que existe entre dos 

secuencias, por último se mete un factor de corrección. En el segundo caso, se 

parte de la premisa de que durante la divergencia evolutiva de dos líneas 

celulares a partir de un ancestro común solo se produce la mínima cantidad de 

cambios de secuencia (Funk, 1990). 

 

3.3 Organismos procarióticos 
 
Muchos de los microorganismos, como las bacterias intervienen  en los 

diferentes procesos  ambientales que mantienen la vida en el planeta, así como 

también en los ciclos biogeoquímicos, representando una importante proporción 

de la biomasa (Whitman et al., 1998). Las bacterias son el grupo con mayor 

número de especies que existen en la tierra,  aproximadamente 10 billones de 

especies diferentes (Wouse et al., 1990). De acuerdo a los registros solamente  

se han clasificado el 3% del total de los microorganismo existentes a nivel 

mundial (Maier, 2000). 

 
3.4 El Dominio Archea y Bacteria 
 
En la clasificación tradicional de los cinco reinos, los procariótes fueron 

representados por el reino Monera, Sin embargo, estudios de ARNr y de 

comparación evolutiva derivaron en dos grupos de organismos procarióticos, las 

“archeas” y las “eubacterias” los cuales son diferentes entre ellos 

(Campbell,1996). En el año 1990, Woese y sus colaboradores propusieron un 

nuevo taxón de mayor rango, el cual fue designado como Dominio, actualmente 

se reconocen tres dominios: Archea, Bacteria y Eukarya (Figura 2).   
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Figura 2: Árbol filogenético que muestra a los tres dominios 

http://rdp.cme.msu.edu 

 

La comparación de secuencias de RNAr, muestra que las Archeas  se 

encuentran más relacionadas filogenéticamente con los Eukarya que con el 

dominio Bacteria (Woese et al., 2000), Sin embargo, otros estudios de 

secuencias de proteínas también revelan que estas son muy parecidas a las del 

dominio Bacteria (Karlin et al., 2002 Gupta, 1998).  

 

En el dominio Bacteria se hallan los organismos procarióticos más conocidos, 

generalmente se conocen como bacterias y existe más información de ellas que 

de las Archeas. Suelen habitar en cualquier tipo de ambiente y tienen una gran 

importancia ecológica, porque participan activamente en los diferentes ciclos 

biogeoquímicos, las cuales son encargadas de reciclar los diferentes materiales 

en el ambiente (Horner-Devine et al., 2003). 
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La filogenia  de las Eubacterias está basada en el análisis del catálogo de 

nucleótidos que presume la existencia de 17 filas diferentes (Figura 3). 

 

 
Figura 3: Árbol filogenético del dominio Bacteria. Construido a partir de las 

secuencias del RNA ribosómico 16S. http://rdp.cme.msu.edu 

 
3.4.1 Bacterias 
 
La palabra bacteria proviene del griego y significa “bastón pequeño” Son los 

organismos procariontes unicelulares más abundantes del planeta Las formas 

más comunes son: bacilos, cocos, espiroquetas y vibrios. No poseen núcleo 

definido ni citoplasma organizado.  Poseen una membrana celular que les sirve 

de protección y da forma al organismo, la cual está compuesta de 

peptidoglicana que  es un polímero de azúcares entrecruzados unidos por 

polipéctidos, constituyendo  un exoesqueleto rígido cuya función principal es 

evitar la ruptura osmótica,  y que envuelve al citoplasma en el cual se encuentra 

los ribosomas y el material genético (Brock, 2004). 
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3.4.2 Identificación de bacterias por composición de la pared celular   de 
acuerdo a la tinción de Gram 
 
Un método de identificación de las bacterias es la tinción diferencial  de Gram 

que permite identificar la morfología de la célula bacteriana en cocos y  bacilos 

gram positivos y gram negativos, según la estructura de su pared celular. 

Gram positivas se tiñen de color violeta y  Gram negativas se tiñen de color 

rosado debido a las diferencias en la composición de su pared celular. 
Cuadro 1: Composición de la pared celular de Gram positivas y Gram negativas 
 
Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas 
Glucopéptidos Glucopéptido   
Proteínas Lipoproteínas 
Ácidos lipoteicoicos Lipopolisacáridos 
Ácidos teicoicos Fosfolípidos 
Ácidos teicurónicos Proteínas 
Polisacáridos Polisacáridos   
 

La pared celular de las bacterias está formada por peptidoglicana, La diferencia 

consiste en que la pared celular de las bacterias gram positivas es gruesa 

debido a que está formada por varias capas de peptidoglicana 

(aproximadamente 80 al 90%) y de ácido teicoico. Por otro lado, la pared celular 

de las bacterias gram negativas está formada por una sola capa delgada de 

péptidoglucana (aproximadamente hasta un 20%), la cual está rodeada por una 

membrana exterior compuesta de fosfolípidos y lipopolisacáridos (Davis et al., 

1973). 

 

3.4.3 Bacterias sulfato reductoras 
 

Son aquellas que tienen la facultad de reducir sulfato, sulfito o tiosulfato de 

manera no asimilatoria, utilizándolos como aceptores de electrones, 

produciendo como desecho metabólico sulfuro de hidrógeno (Vincke, 2001). El 

S° y el SO4
-2 funcionan como aceptores de electrones  en condiciones 
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anaerobias un gran parte de los géneros, los cuales utilizan compuestos 

orgánicos como donadores de electrones (Madigan et al., 2004). 

 

3.4.3.1 Ciclo del azufre 
 
Las transformaciones del azufre son complejas, debido a la variedad de estados 

de oxidación que presenta este elemento y a que algunas de sus 

transformaciones se producen en cantidades significativas tanto química como 

biológicamente (Figura 4). Sin embargo, en la naturaleza los más importantes 

son tres: azufre elemental (0), sulfuro y sulfhidrilo (-2) y sulfato (+6) (Brock, 

2004). 

 

 
Figura 4: Ciclo del azufre (Brock, 2004) 
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En nuestro planeta, la mayor parte del azufre se encuentra en sedimentos y 

rocas en forma de minerales de sulfato (yeso) y minerales de sulfuro (pirita), 

aun que el mar constituye el reservorio más importante de azufre para la 

biosfera (Brock, 2004).  

 

Cuadro 2: Procesos clave y organismos procariotas en el ciclo del azufre 

Proceso      Organismos     
Oxidación de sulfuro/azufre (H2S--->S0--->SO4

2-)   
Aeróbico Quimiolitotrofos del azufre. 

(Thiobacilus, Beggiatoa, otros) 
Anaeróbico Bacterias fototróficas rojas y verdes, 

algunos quimiolitotrofos. 
Reducción de sulfato (anaeróbico) (SO4

2---->H2S) 
Desulfovibrio, Desulfobacter. 

Reducción de azufre (anaeróbico) (S0--->H2S) 
Desulforomonas, muchas 
Archaea hipertermófilas. 

Desproporción de azufre (S2O3
2---->H2S + SO4

2-) 
Desulfovibrio y otros. 

Oxidación o reducción de compuestos  
orgánicos de azufre (CH3SH--->CO2 + H2S ) 

(DMSO--->DMS). 
Desulfurilación (Orgánica-S--->H2S ) 
      Muchos organismos pueden hacerlo. 

 

El azufre elemental (S°) es químicamente estable, pero es oxidado con mucha 

facilidad por las bacterias sulfato reductoras, la oxidación del azufre produce 

iones de sulfato y de hidrogeno (Brock, 2004).   

 

3.5  Ambientes extremos 
 
La diversidad  en ambientes extremos es amplia, entre estos se encuentran  

fuentes termales, suelos agrícolas inundados, fuentes termales submarinas, 

hielos del mar Antártico, suelos carbonatados, lagos alcalinos, suelos y 

manantiales salinos, lagos naturales con una elevada salinidad y manantiales 

termales (Rossi et al., 2003; Kjeldsen et al., 2007). 
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Las bacterias sulfato reductoras se encuentran ampliamente distribuidas en 

ambientes terrestres y acuáticos que se vuelven anóxicos debido a los procesos 

microbianos de descomposición; éstas son responsables de degradar más del 

53% de la materia orgánica presente en estos ambientes (Torres-Alvarado et 

al., 2006).  

 

3.6  La ecología y la biotecnología de las bacterias reductoras de sulfato 
 

Las bacterias reductoras de sulfato (BSR) son los microorganismos anaerobios 

que utilizan al sulfato como aceptor terminal de electrones, por ejemplo, la 

degradación de compuestos orgánicos. Son omnipresentes en hábitats 

anóxicos, donde tienen un papel importante en el ciclo de carbono y azufre. Las 

BSR pueden causar un grave problema para las industrias, como la industria 

petrolera marítima, debido a la producción de sulfuro, que es altamente 

reactivo, corrosivo y tóxico. Sin embargo, estos organismos también pueden ser 

benéficos debido a la eliminación de metales pesados y sulfato de flujos de 

residuos. Las SRB aunque se han estudiado durante más de un siglo, sólo con 

la reciente aparición de las nuevas técnicas moleculares y genómicas se ha 

empezado a obtener información detallada sobre su modo de vida (Muyzer et 

al., 2008). 

 

3.6.1 Hábitat de las bacterias  sulfato reductoras 
 
Las BSR están ampliamente distribuidas en ambientes terrestres y acuáticos, la 

alta actividad metabólica de estos microorganismos es fácilmente reconocida 

por el oscurecimiento del agua y del sedimento, debido a la precipitación del 

sulfuro de hierro y por el olor del sulfuro de hidrógeno. El hábitat de mayor 

permanencia y significancia de las BSR en la naturaleza son sedimentos 

marinos y pantanos salados así como lagos hipersalinos y termales, debido a 

su alto contenido de sulfato. Estas también han sido reportadas en hábitat no-

salinos como suelos y sedimentos de agua dulce contaminada.  
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Las BSR han sido detectadas en ambientes contaminados como plantas 

anaerobias de tratamiento de aguas residuales, residuos de alimentos y plantas 

de drenaje o alcantarillados. También han sido aisladas de campos de arroz, 

contenidos de rúmen, digestores ácidos, heces de animales y humanos (Barton, 

1995). 

 

En los reservorios de petróleo se han estudiado la microbiología de hábitats 

subsuperficiales compuesta principalmente por BSR. En estos reservorios la 

explotación del petróleo se lleva a cabo a través de inundación con agua marina 

para mantener la presión dentro de ellos, lo cual resulta en la recolecta de una 

larga fracción de los remanentes de crudo o de crudo absorbido por las rocas 

también resultando en la disminución de la temperatura alcanzando entre los 50 

y 100°C en zonas cercanas al fondo del pozo de inyección. Desde la 

perspectiva microbiológica, las emulsiones petróleo-agua crean las condiciones 

favorables para el crecimiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos las 

cuales generan sustratos para otras bacterias, entre ellas las reductoras de 

sulfato (Devereux & Stahl, 1993). 

 

Las BSR pueden utilizarse en biorremediación por su capacidad de degradar 

compuestos como los alcanos. Los alcanos son los mayores componentes de 

los combustibles de petróleo, el ataque inicial de las cadenas alifáticas es 

generalmente mediada por minooxigenasas bajo condiciones anaerobias. 

 

Por el contrario, la biodegradación de alcanos bajo condiciones anóxicas es 

poco conocida. Se ha reportado que cepas de Desulfovibrio bajo condiciones de 

sulfato reducción, degradan alcanos, junto con otras cepas  de BRS. Un nuevo 

tipo de bacteria sulfato reductora fue aislada de un sedimento de la cuenca de 

Guaymas en el Golfo de California, México con la  capacidad de  degradar  

alcanos  anaeróbicamente  (Mingso & Young, 1999). 
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Las BSR también se usan en la degradación de los PCBs (Policlorobifenilos),  

que son compuestos  muy tóxicos debido a su  alta recalcitrancia que forman 

parte fundamental de refrigerantes, plásticos e intercambiadores de calor 

(Sánchez-Fernández, 2003). 

 

3.7 Aspectos biotecnológicos de la termofilia 
 
Los microorganismos termófilos e hipertermófilos son interesantes más allá de  

razones de biología fundamental. Estos microorganismos ofrecen importantes 

ventajas en procesos industriales y biotecnológicos, muchos de los cuales 

funcionan más rápida y más eficazmente a altas temperaturas. Las enzimas de 

los termófilos son capaces de catalizar reacciones a altas temperaturas y por 

ser más estables que las de los mesófilos la vida media de estas preparaciones 

enzimáticas es más prolongada. Por ejemplo, la Taq polimerasa es una enzima 

termorresistente, de gran importancia en Biología Molecular que fue aislada de 

termófilo Thermus aquaticus.  

 

Esta enzima se usa para la automatización de los pasos repetitivos que tienen 

lugar en la reacción en cadena de polimerasa (PCR), una técnica muy 

importante para la amplificación de secuencias específicas de ADN (Brock, 

2004). 

 

Los organismos cuyas temperaturas óptimas se sitúan entre 45 y 80°C se 

llaman termófilos, y aquellos cuyas temperaturas óptimas son superiores a 80°C 

se llaman hipertermófilos. Estos últimos pueden ser aislados en ambientes 

calientes como fuentes termales en ebullición y fuentes hidrotermales 

submarinas que pueden alcanzar temperaturas superiores a 100°C. Los 

termófilos y los hipertermófilos producen macromoléculas termoestables (Brock, 

2004).  
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La supervivencia de BSR en estos ambientes depende de las capacidades de 

adaptación a factores biológicos y físico-químicos que son decisivas para el 

crecimiento y la actividad de un microorganismo; estos factores incluyen la 

temperatura, pH y salinidad. 

 

3.8 Efecto del pH, temperatura y salinidad sobre el crecimiento de las 
bacterias sulfato reductoras. 
 
Las BSR crecen mejor sobre condiciones poco alcalinas. El pH es restringido 

(pH 7.0-7.8) y la tolerancia de los valores oscila entre 5.5 a 9.0. Sin embargo, la 

reducción desasimilatoria de sulfato ha sido observada en ambientes altamente 

ácidos, como drenajes mineros y en humedales (Barton, 1995). 

 

Con respecto a la temperatura las BSR mesofílicas crecen mejor entre 28 y 

38°C y tienen un límite máximo de temperatura de 45°C. La temperatura óptima 

para las BSR termofílicas tienen un rango de 56 a 85°C, aproximadamente. La 

mayoría de estas bacterias termofílicas han sido aisladas de hábitat 

geotérmicos y aguas de campos de petróleo (Bartón, 1995).  

Las BSR son las más representativas de la microflora termofílica de las 

subsuperficies. A grandes profundidades, donde la temperatura es alta, residen 

las BSR termofílicas, pero sus propiedades y actividades han sido poco 

estudiadas (Rozanova et al., 2001). 

 

Las concentraciones de sal son otro factor determinante para las BSR 

termofílicas, la mayoría de estas han sido aisladas de ambientes marinos con 

una concentración promedio de 1 a 4% de NaCl, sin embargo, estas bacterias 

también han sido aisladas de manantiales termales con una concentración de 

0.05 a 56 g/L (Barton, 1995; Thevenieau et al., 2007). La mayoría de las BSR 

que han sido caracterizadas han mostrado una adaptación pobre en 

condiciones extremas hipersalinas, el reporte más alto in vivo de crecimiento 

óptimo para especies conocidas es de 10% de salinidad (Kjeldsen et al., 2007). 
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3.9 Metabolismo del carbono en bacterias sulfato reductoras 
 
La mayor parte de los compuestos utilizados como fuentes de energía por las 

bacterias sulfato reductoras se presentan resumidos en el (Cuadro 3). Algunos 

de estos compuestos son usados por muchos microorganismos, mientras que 

otros han sido identificados como fuentes de energía convenientes para un solo 

organismos. El crecimiento con polímeros, tal como polisacáridos no han sido 

observados en estas bacterias. Entre esta variedad de compuestos orgánicos 

que son utilizados se encuentran los de bajo peso molecular que incluyen 

ácidos mono y di-carboxílicos, compuestos aromáticos e incluso hidrocarburos. 

La oxidación de estos compuestos pueden ser completa e incompleta (Rabus et 

al., 2006).  

 
3.9.1 Reducción desasimilatoria del sulfato 
 
La reducción desasimilatoria del sulfato en BSR es enzimológicamente distinta 

de la reducción asimilatoria del sulfato que ocurre en plantas verdes, algas y 

otros grupos, de procariotas. 

 

 La reducción desasimilatoria del sulfato en especies de Desulfovibrio está 

ligada al transporte de electrones junto con la fosforilación oxidativa porque la 

fosforilación a nivel de sustrato es inadecuada para su crecimiento (Fauque & 

Olliver, 2004). 
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Cuadro 3: Compuestos que pueden ser usados como sustratos para la 
reducción desasimilatoria del sulfato (Hasen, 1993). 

 
Tipo de compuesto             Compuesto utilizado                 
Inorgánicos Hidrógeno (H2), monóxido de carbono (CO). 

Hidrocarburos Alcanos (C12 a C20). 
Ácidos monocarboxílicos 
(Alifáticos) Acetato, butirato, formato, propionato,  

ácidos grasos de cadena larga, isobutirato,  

2-metilbutirato, 3-metilbutirato,  

3-metilvalerato, piruvato, lactato. 

Ácidos dicarboxílicos  Fumarato, malato, oxalato,succionato. 

Alcoholes Etanol, metanol, butanol-1, propanol, pentanol-1, 

isobutanol, propanol-2, butanol-2,  

etilen glicol (mono, di, tri y tetra). 

1,2-propanodiol. 

Aminoácidos Serina, glicina, alanina, cisteína, cistina, valina,  

treonina, leucina, isoleucina, aspartado,  

glutamato, fenilalanina. 

Azúcares Fructosa, glucosa, manosa, ramnosa, xilosa. 

Compuestos aromáticos Benzoato, 2,3 y 4-hidroxibenzoato, fenol, p-cresol, 

catecol, hidroquinonas, 2,4-dihidroxibenzoato, 

3,4-dihidroxibenzoato, 2-aminobenzoato,  

4-aminobenzoato, aminobenzeno, hipurato, 

ácido nicotínico, fenilacetato, 4-hidroxifenilacetato, 

3-fenilpropionato, timetoxibenzoato, vainillina. 

Otros Colina, beina, acetona, dihidroxiacetona, furfural, 

   ciclohexanona, ciclohexanol, ciclohexanocarboxilato. 

 
3.10 Mecanismos bioenergéticos de la reducción desasimilatoria del 
sulfato  
 
Los mecanismos bioenergéticos de la reducción desasimilatoria del sulfato son 

tres: la activación de sulfato y su reducción a bisulfito, la reducción del bisulfito a 

sulfuro y el metabolismo del hidrógeno. En la activación del sulfato y su 

reducción a bisulfito necesita primero ser activado por el consumo de ATP 

mediante la intervención de enzimas como la ATP sulfurilasa que forma APS 

(adenilil sulfato) y PPI (pirofosfato) a partir del sulfato y el ATP, debido a la 

desfavorabilidad termodinámica de esta reacción se necesita de la intervención 

18 
 



de una segunda enzima, una pirofosfatasa inorgánica, la pirofosfatasa 

fosfohidrólasa, la cual hidroliza la PPI dando lugar a la formación de 2 Pi. La 

reducción de APS a AMP y bisulfito, es caracterizada por la APS deductasa 

presente, en su mayoría, en cepas de Desulfovibrio y en Archaeas 

hipertermofílicas sulfatoreductoras (Fauque & Olliver, 2004). 

 

El proceso de reducción del bisulfito a sulfuro puede llevarse a cabo por dos 

mecanismos propuestos. El primero involucra la reducción de seis electrones 

del bisulfito a H2S en un paso catalizado por el bisulfito reductasa, sin la 

formación de intermediarios. En el segundo paso, también conocido como la vía 

del tritionato, el bisulfito es reducido a sulfuro en tres pasos con la formación de 

intermediarios libres entre el tritionato y el tiosulfato. Este proceso es mediado 

por los dos tipos de bisulfito reductasas que se han encontrado en BSR, 

también por la presencia de desulfoviridina desulforubidina encontradas 

principalmente en los géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium, 

desulfofuscidina del género termofílico thermodesulfobacterium y P-582 del 

género esporo formador Desulfotomaculum (Fauque & Olliver, 2004). 

 

Por último, el metabolismo del hidrógeno es un proceso clave debido a la 

intermediación metabólica del hidrógeno en varios microorganismos. Además, 

el hidrógeno juega un rol central en la energía del metabolismo de las BSR, su 

intervención está dada a través de las hidrogenasas, constituidas por proteínas 

redox muy diversas en su estructura y composición reversible del hidrógeno 

molecular a protones y electrones, generando potenciales de membrana y 

gradientes trasmembranales de pH con el bombeo de protones a través de la 

membrana celular (Fauque & Olliver, 2004).  
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3.11 Degradación de compuestos orgánicos en presencia de sulfato 
3.11.1 Oxidación completa o incompleta 
 
Las capacidades metabólicas de las BSR se dividen en dos amplias categorías, 

aquellos organismos capaces de oxidar completamente compuestos orgánicos 

a CO2 y aquellos organismos incapaces de realizar la oxidación completa. 

Algunas BSR no pueden oxidar sustratos completamente a CO2, esta limitación 

metabólica por lo general refleja la ausencia de la vía para la oxidación del 

acetil-CoA a CO2 (Hansen, 1993; Rabus et al., 2006).  

  

Las BSR que realizan la oxidación completa, no siempre oxidan sustratos 

directamente a CO2. La utilización de compuestos orgánicos fácilmente 

degradables como butirato, lactato o etanol conduce a una producción de 

acetato y la oxidación a partir de éste puede darse muy lentamente. Esto 

implica que algunas veces sea necesario que la evaluación de los sustratos 

producidos durante la oxidación se realice en un periodo de tiempo (Hansen, 

1993). 

 

La oxidación completa del grupo acetil CoA a CO2 por las BSR puede realizarse 

por medio de dos vías, la vía del ciclo del ácido cítrico y por la vía del monóxico 

de carbono deshidrogenasa.  

 

La vía del ciclo del ácido cítrico es diferente a la encontrada en la mayoría de 

los anaerobios, debido a la presencia de una deshidrogenasa α-cetoglutarato 

que es ferredoxina contraria a una NAD-dependiente, al enlace de membrana 

de NAD en la malato deshidrogenasa y por una ATP citrato liasa en lugar de un 

citrato sintasa. La activación del acetato procede a través de la vía de 

transferencia del grupo CoA del succinil-CoA. La ATP citrato liasa disponible en 

el organismo permite obtener ATP por fosforilación a nivel de sustrato por la 

oxidación del acetato a dos CO2. Esto puede deberse a una necesidad 

bioenerética porque se requiere de dos ATP para la activación del sulfato y por 
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que el rendimiento de ATP por transporte de electrones asociados a la 

oxidación muy probablemente no excede dos moléculas de ATP. El NAPH 

generado por la isocitratro deshidrogenasa es reoxidada por una 

deshidrogenasa-NAPH asociada a la membrana, y la ferredoxina reducida es 

reoxidada por el NA(D)+(Hansen, 1993). 

  

La vía de la monóxido carbono deshidrogenasa no es cíclica pero involucra el 

clivaje de dos unidades de carbono del grupo metil y del monóxido de carbono y 

cada uno de estas es oxidadas por vías independientes (Hansen, 1993).  

 

Ambos mecanismos de oxidación preveen la energía requerida para los 

procesos metabólicos, a partir de sustratos energéticos como alcoholes, 

aminoácidos, compuestos aromáticos, ácidos dicarboxílicos y lactato, entre 

otros (Hansen, 1993).  

 

3.11.2 Oxidación del lactato 
 
El lactato es uno de los sustratos más usados para cultivar BSR en estudios 

bioquímicos. Sin embargo, diferentes organismos descritos en los últimos años 

son incapaces de crecer sobre este sustrato. Entre estos se encuentran algunas 

especies de los géneros Desufotomaculum, Desulfobacter, Desulfonema y 

Desulfobacterium que realizan oxidación completa. Este sustrato clásico es 

utilizado por la mayoría de las diferentes especies BSR y puede ser oxidado 

completa e incompletamente (Hansen, 1993; Rabus et al., 2006).  

 

La oxidación del y D-lactato a piruvato es mediado por la lactasa 

deshidrogenasa independiente de NAD(P)+ y ocurre principalmente en la 

membrana celular. En la oxidación incompleta de sustratos orgánicos, el acetil 

CoA producido a partir del piruvato es convertido a acetato principalmente por la 

fosfotransacetilasa y la acetato quinasa. Algunos cálculos energéticos que en 

Desulfovibrio Spp el ATP neto obtenido por la fosforilación a nivel de sustrato en 
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el crecimiento sobre lactato y sulfato puede ser de cero. Dos moléculas de 

lactato oxidado por molécula de sulfato pueden presentar un rendimiento de dos 

moléculas de ATP durante la liberación de acetato vía acetato quinasa. Estas 

dos moléculas de ATP son consumidas por la activación del sulfato, es decir 

una por la reacción de ATP sulfurilasa y otra para la regeneración de ADP a 

AMP (Rabus et al., 2006). 

 

3.11.3 Oxidación de alcoholes primarios, secundarios, dioles y glicerol 
 

El etanol es usado como fuente de energía por muchos microorganismos entre 

estos miembros del género Desulfovibrio y varios representantes de otros 

géneros como Desulfobulbus, Desulfococcus, Desulfosarcina, 

Desulfobacterium, Desulfotomaculum y también por algunas cepas de 

Desulfobacter. El etanol es donador de electrones y fuente de carbono para las 

BSR por oxidación completa e incompleta. Así, los alcoholes primarios, 

metanol, glicerol y dioles también son utilizados para esta función (Hansen, 

1993). 

 

Los alcoholes primarios como el 1-propanol y el 1-butanol pueden también 

actuar como donadores de H2 para las BSR. La oxidación por especies de 

Desulfovibrio es incompleta así como en algunas especies de Desulfobulbus 

que oxidan incompletamente el 1-propanol a acetato. Por último especies de 

otros géneros pueden oxidar estos alcoholes (1-propanol y 1butanol) 

completamente. Lo más probable es que estos alcoholes sean utilizados debido 

a la poca especificidad de  etanol y la acetaldehído deshidrogenasa (Hansen, 

1993; Rabus et al., 2006). La utilización de los alcoholes primarios puede 

llevarse acabo usualmente, cuando está presente en el medio otra fuente de 

carbono (acetato + CO2). 
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El alcohol deshidrogensa ha sido activado al 100% con etanol, en un 72% con 

propanol y un 36% con butanol, pero no ha sido activada en presencia de 

isopropanol (Hansen, 1993).  

 

A diferencia del etanol y de alcoholes primarios, el metanol es un donador de 

electrones menos común para las BSR y asi el crecimiento sobre este es 

usualmente lento. Sin embargo, el mecanismo de oxidación del metanol es 

desconocido en la actualidad (Rabus et al., 2006). Sola pocas BSR como 

Desulfococcus multivorans y D. salexigens pueden utilizar alcoholes 

secundarios como el 2-butanol y el 2-propanol (Hansen, 1993). La presencia de 

sulfato no ejerce efectos considerables sobre la conversión del metanol bajo 

condiciones mesofílicas. En contraste la presencia de sulfato afecta 

grandemente la conversión del metanol bajo condiciones termofílicas (Valero et 

al., 2003). 

 

Con respecto a los dioles el metabolismo de especies de Desulfovibrio envuelve  

generalmente dos procesos, la oxidación inicial del grupo alcohol primario o la 

deshidratación del diol a un aldehído (Rabus et al., 2006). 

 

Por otro lado, el glicerol es oxidado por especies Desulfovibrio a acetato y CO2 

vía gilcero-3-fosfato, como por ejemplo, Desulfovibrio fructosovorans (Olliver et 

al., 1988). Mientras que Desulfobibrio carbinolicus oxida el glicerol a 3-

hidroxipropionato indicando que el glicerol puede ser oxidado completa e 

incompletamente (Rabus et al., 2006). En la vía metabólica del glicerol actúa el 

glicerol quinasa, un glicerol 3-fosfato deshidrogenasa y enzimas de la ruta 

glicolítica a piruvato. El glicerol quinasa también usa dihidroxiacetonacomo 

sustrato generando un buen crecimiento de las cepas que utilizan el glicerol 

como sustrato. La mayor parte de la oxidación del glicerol a 3-hidroxipropionato 

es iniciada por una deshidratación a 3-hidroxipropanal (Hansen, 1993). 
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3.11.4 Oxidación de formato, propionato y azúcares 
 
El formato puede ser oxidado por casi todas las especies de Desulfovibrio, por 

algunas especies de Desulfotomaculum, Desulfococcus, Desulfobacterium y 

Desulfonema. En las especies de Desulfobibrio la reacción es catalizada por la 

formato deshidrogenasa y como aceptor de electrones puede utilizar el 

citocromo C553 (Hansen, 1993). 

 

El propionato a diferencia del formato, es un sustrato característico para 

Desulfobulbus y este es oxidado a acetato y CO2. Varias de las BSR que 

realizan la oxidación completa también utilizan propionato pero lentamente. 

Desulfobulbus oxida propionato mediante mediante una vía que implica una 

trascarboxilación de propionil-CoA a metilmalonil-CoA con oxalacetato como 

donador de electrones (Hansen, 1993). 

 

Sólo pocas especies representantes del género Desulfovibrio muestran la 

capacidad de utilizar azúcares sin embargo, el uso de fructosa en ausencia o 

presencia de sulfato se ha observado en D. fructosovorans, así como se ha 

reportado la utilización de glucosa en Desulfotomaculum nigrificans y D. 

salexigens. De igual forma, se reporta que la utilización de fructosa es mayor 

que la de glucosa en las BSR (Rabus et al., 2006). 

 

3.11.5 Oxidación de compuestos aromáticos  
 
El rango de compuestos aromáticos que pueden ser degradados por las BSR 

es amplio. Los mecanismos de degradación de estos compuestos son dos, uno 

de ellos no implica la destrucción del anillo aromático y el otro incluye la 

destrucción del anillo aromático para realizar su degradación. Las fuentes 

naturales de compuestos aromáticos son aminoácidos aromáticos y lignina; 

otras fuentes pueden ser los compuestos xenobióticos, como la anilina 

(Hansen, 1993).  
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La degradación de compuestos aromáticos bajo condiciones anaerobias ha sido 

estudiada en sedimentos y cultivos enriquecidos de bacterias denitrificantes, 

metanoarchaeas y BSR, las cuales son capaces de degradar hidrocarburos 

aromáticos como el tolueno (Rabus et al., 2006).   

 

La vía de degradación anaerobia de compuestos aromáticos que más se 

conocen es la degradación del tolueno. El bencilsuccinato, has sido el primer 

metabolito identificado en el metabolismos del tolueno en cepas de 

Desulfobacula toluoica, y mostro una dependencia sobre la formación del 

fumarato debido a la presencia de la encima bencilsuccinato sintasa, una 

enzima con un radical bencil que ataca el grupo metilo del tolueno en 

combinación con el fumarato.  

 

La degradación del bencilsuccinato se cree que procede a través de una vía de 

reacciones análogas a la β-oxidación de la ramificación metil de los ácidos 

grasos, produciendo benzoil-CoA como un intermediario central. De acuerdo 

con esta utilización del tolueno por parte de las BSR, estas pueden crecer en 

benzoato, naftaleno, y del 2-naftoato utilizando la carboxilación como un 

mecanismo de activación inicial del hidrocarburo aromático bicíclico (Rabus et 

al., 2006).   

 

3.11.6 Oxidación de malato succinato y otros ácidos dicarboxílicos 
 
Los ácidos carboxílicos son sustratos comunes de completa e incompleta 

oxidación por las BSR. El crecimiento de esos microorganismos es 

generalmente más rápido en fumarato y malato que en succinato. Algunas 

especies utilizan uno o más de estos compuestos, estas diferencias se deben a 

la falta del sistema de transporte o a la de las enzimas implicadas en la 

degradación de los compuestos. Los redimientos de crecimiento sobre 

succinato, son más bajos que sobre malato, es de suponer debido a que su 

crecimiento es menor en succinato. La vía de degradación del malato en 
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especies de Desulfovibrio involucra la enzima malato dependiente de NADPH, 

como la enzima clave en la conversión de malato a piruvato (Rabus et al., 

2006). 

 

3.11.7 Oxidación de aminoácidos 
 
La utilización de aminoácidos se reporta principalmente en microorganismos 

marinos que incluyen algunas especies de Desulfovibrio, también se han 

aislado BSR mesofílicas que utilizan principalmente aminoácidos como D. 

aminophilus (Baena et al., 1998). Uno de los aminoácidos utilizados más 

frecuentemente es la alanina, que sirve como donador de electrones en varias 

especies como Desulfotomaculum ruminis y Desulfovibrio salexigens. La 

oxidación de L-alanina en cepas de Desulfovibrio y en Desulfotomaculum 

ruminis, requieren la acción de la alanina dehidrogenasa dependiente de NAD+ 

(Rabus et al., 2006). 

 

Otros aminoácidos como la serina, glicina y cisteína también son reportados 

como donadores de electrones en dos especies de Desulfovibrio, mientras el 

glutamato es usado por algunas cepas de Desulfobacterium (Rabus et al., 

2006). 

 

Las BSR además de presentar la capacidad de oxidadar los sustratos 

anteriormente mencionados como donadores de electrones, pueden tomar 

estos compuestos en la ausencia del sulfato como aceptor final de electrones, 

llevando a cabo entonces un proceso de fermentación. 

 

 3.12 Fermentación de sustratos 
 
Las BSR pueden utilizar procesos de conservación de la energía diferentes de 

la reducción desasimilatoria del sulfato; ellas pueden utilizar aceptores de 

electrones diferentes al sulfato, sulfito o tiosulfato y son capaces de crecer 
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fermentativamente por dismutación o disproporcionación de compuestos 

orgánicos e inorgánicos (Fauque & Olliver, 2004). La dismutación es una 

reacción en la que dos moléculas de un sustrato idénticas tienen destinos 

diferentes. Particularmente, una reacción en la que una de las moléculas 

sustrato se oxida y la otra se reduce (Mathews et al., 2003). 

 

3.12.1 Fermentación de sustratos orgánicos 
 
La capacidad fermentativa de las BSR incluye diferentes sustratos como 

piruvato, peptona, glicina, serina, treonina, cisteína, malato, lactato, fumarato y 

casaminoácidos teniendo como productos principales el acetato, dióxido de 

carbono, hidrógeno y etanol (Fauque & Olliver, 2004).  

 

Los sulfato reductores del género Desulfovibrio que no pueden crecer por 

fermentación de lactato, etanol o colina puede crecer en los sustratos 

anteriormente mencionados en ausencia de sulfato en cultivos sintróficos con 

las Archaeas metanogénicas  (Fauque & Olliver, 2004). 

 

Así algunas especies de Desulfovibrio fermentan malato y fumarato con 

formación de succinato, acetato y dióxido de carbono. En ausencia de sulfato 

algunas especies pertenecientes a los géneros Desulfovibrio, Desulfobacterium, 

Desulfococcus, Desulfotomaculum y Desulfobulbus, fermentan piruvato 

produciendo acetato, dióxido de carbono e hidrógeno (Fauque & Olliver, 2004). 

 
3.12.2 Fermentación de compuestos inorgánicos del azufre 
 
Con el mecanismo de fermentación de compuestos inorgánicos del azufre, las 

BSR son capaces de conservar la energía para el crecimiento bajo condiciones 

estrictamente anaerobias por dismutación del sulfito o tiosulfato a sulfato. Las 

enzimas requeridas para estas dismutaciones son parecidas a las de la sulfato 

reducción. 

27 
 



Se ha demostrado que durante la fermentación de compuestos inorgánicos del 

azufre, la formación del sulfato se da a través de la APS reductasa y de la ATP 

sulfurilasa, pero no por la sulfito oxidoreductasa. El transporte reverso de 

electrones es necesario para alcanzar la reducción de sulfito o del tiosulfato con 

los electrones derivados de la APS reductasa (Fauque & Olliver, 2004). 

 

3.13 Reducción de azufre elemental, nitrato y oxígeno  
 
3.13.1 Reducción del azufre elemental 
 
Varios géneros del dominio Archaea y Bacteria pueden obtener energía para su 

crecimiento por medio de la reducción desasimilatoria del azufre elemental a 

sulfuro de hidrógeno en un tipo de metabolismos respiratorio. Las bacterias 

facultativas reductoras del azufre como las BSR, utilizan el azufre elemental 

como un sustrato respiratorio en ausencia de otros posibles aceptores de 

electrones como el nitrato, sulfato, sulfito o tiosulfato. Algunas cepas del género 

Desulfovibrio y Desulfomicrobium usan el azufre elemental como un aceptor de 

electrones alternativo debido a la presencia del citocromo c3, que posee la 

actividad azufre reductasa (Fauque & Olliver, 2004). 

 

3.13.2 Reducción desasimilatoria del nitrato 
 
La reducción desasimilatoria del nitrato o nitrito a aminoácido (proceso también 

conocido como amonificación) puede funcionar como único proceso de 

conservación de energía en algunas BSR. El nitrato es reducido a amoniaco 

(con nitrito como intermediario) por la intervención de la enzima nitrato 

reductasa que es inducible por nitrito o nitrato, mientras que la nitrito reductasa 

no. La nitrato reductasa es una enzima periplasmática monomérica con una 

masa molecular de 74 kDa, que contiene un átomo de molibdeno y un centro 

(4Fe 4S) por molécula, y su estructura es cristalina.  
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La nitritoreductasa es un heterooligómero del citocromo c que contiene dos 

tipos de subunidades de 62 y 19kDa y solo cataliza la reducción de sulfito a 

sulfuro (Fauque & Olliver, 2004). 

 

3.13.3 Reducción del oxígeno  

 

Las BSR han sido consideradas estrictamente anaerobias, pero se ha 

demostrado que algunas de ellas pueden tolerar la presencia de trazas de 

oxígeno molecular. Sin embargo, usualmente las BSR no crecen con el 

dioxígeno como un aceptor de electrones. Las BSR obviamente contienen 

oxidasas terminales diferentes a las presentes en microorganismos aerobios. 

Las sulfato reductoras usan superóxido reductasas como un componente de un 

proceso oxidativo de protección al estrés que cataliza la reducción en lugar de 

la dismutación de superóxido a peróxido de hidrógeno. Dos clases de 

superperóxido reductasas existen en las BSR y contienen uno (neelaredoxina) o 

dos (rubredoxina oxidorreductasa o desulfoferredoxina) centros de hierro 

(Fauque & Olliver, 2004). 

 

3.13.4 Reducción de metales por bacterias sulfato reductoras 
desasimilatorias 
 
Además de su habilidad para usar compuestos del azufre como aceptores de 

electrones terminales, las BSR han demostrado su capacidad de reducir un 

amplio rango de metales pesados como cromo (Cr), molibdeno (Mo), selenio 

(Se), hierro (Fe), tecnecio (Tc), manganeso (Mn), arsénico (As), paladio (Pd) y 

uranio (U). Por estas habilidades varias BSR pueden considerarse como 

biorremediadoras de ambientes contaminados por metales pesados. La 

reducción del metal puede obtenerse no solo por reducción directa cuando el 

sulfato es sustituido en el medio de cultivo, favoreciendo así la concominante 

producción de sulfuro y la precipitación del metal (Fauque & Olliver, 2004). 
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El uso de metales pesados en lugar de sulfato como un aceptor de electrones 

por las BSR no está generalmente relacionado con el crecimiento. La reducción 

directa de metales pesados por las BSR, mediada por la actividad enzimática, 

ha sido poco estudiada. Sin embargo, se ha encontrado en algunas cepas la 

presencia de enzimas metalhidrogenasas y también se ha detectado la 

intervención del citocromo c3 alterado, que por mutagénesis de sitio directo 

indica que el potencial negativo redox es crucial para la actividad de las metal 

hidrógenasas. Así, se sugiere que los citocromos y las hidrogenasas de las 

BSR juegan un papel importante en la reducción de los metales (Fauque & 

Olliver, 2004).  

 

3.14 Filogenia de las Bacterias Sulfato Reductoras 
 
Las BSR son un grupo bacteriano complejo fisiológicamente, varias 

propiedades utilizadas para la caracterización general de los microorganismos 

han sido usadas en su clasificación tradicional. Las más importantes de esas 

propiedades son: morfología de la célula (forma, tamaño, movilidad, estructuras 

visibles externas e internas, formación de agregados, diferenciación celular, 

ultraestructura general), morfología de la colonia (apariencia de células en 

suspensión y apariencia de las colonias), composición celular ( tinción de Gram, 

contenido de G-C del DNA, materiales de reserva, fisiología (temperatura,  pH), 

metabolismo energético, relaciones con el oxígeno, aceptores  de electrones, 

fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y fuentes de azufre) y ecología 

(hábitat natural) (Schleifer & Truper, 2006); además de la determinación de la 

presencia de desulfoviridina y citocromos y la oxidación  completa e incompleta 

del acetato, que son características propias para la clasificación de las BSR 

(Castro et al., 2000). 

 

Desde hace 25 años las técnicas que involucran el análisis rRNA ó de los genes 

que codifican para el rRNA (rDNA) han revolucionado la taxonomía de los 

procariotes.  
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Las conclusiones de los estudios han permitido ver que los genes del rRNA son 

altamente conservados debido a su importante rol ribosomal en la síntesis de 

proteínas. Las moléculas de rRNA reflejan la filogenia de los microorganismos 

al asumir que su tasa de mutación es muy baja, ya que se encuentran bajo una 

fuerte presión conservadora (Brock, 2004) 

 

Además, debido a sus moléculas largas, el rRNA contiene información genética 

considerable que ha sido utilizada como base molecular de las reconstrucciones 

filogenéticas procariotas. Dos argumentos adicionales son la base para validar 

esta afirmación, a saber: la transferencia lateral de genes “no ocurre” entre 

genes rRNA, y la cantidad de evolución o de disimilitud entre secuencias rRNA 

de un par de organismos es representativo para la variación mostrada por los 

correspondientes genomas. Si esto es verdad, entonces las variaciones en la 

cantidad de estructuras primarias rRNA en procariotas se vería reflejado en la 

cantidad de organismos distantes. Las secuencias 16S rRNA y los análisis de 

comparación han demostrado tener un alto poder de resolución para la medida 

del grado de relación entre organismos por encima de nivel de especie  

(Burgess et al., 2007; Rosselló-Mora & Amann, 2001). 

 

Los análisis de las secuencias rRNA han permitido la organización de las BSR 

dentro de cuatro grupos filogenéticos, entre los que se encuentran: BSR 

mesofílicas Gram negarivas; BSR esporoformadoras Gram positivas; bacterias 

termofílicas sulfato reductoras; y las arqueas termofílicas sulfato reductoras. 

Todos estos grupos se caracterizan por utilizar el sulfato como aceptor terminal 

de electrones durante la respiración anaerobia. La asignación de especies 

individuales dentro de grupos apropiados con base en los análisis rRNA es 

general, un acuerdo al que se ha llegado por taxonomía tradicional, aunque 

existe algunas excepciones (Castro et al., 2000; Fauque & Ollivier, 2004; 

Thevenieau et al., 2007). 
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Las BSR mesofílicas Gram negativas se encuentran dentro de la subclase de 

las δ-Proteobacterias. Desde el punto de vista en su historia evolutiva la clase δ 

diverge de otras Proteobacteria en el ancestro común fotótrofo, y los miembros 

de la subclase delta perdieron probablemente su habilidad fotosintética y se 

convirtieron en heterotróficas (Castro et al., 2000). 

 

La subclase δ-Proteobacteria incluye las familias Desulfovibrionaceae y 

desulfobacteriaceae. La familia Desulfovibrionaceae incluye los géneros 

Desulfovibrio y Desulfomicrobium  y  la familia Desulfobacteriaceae incluye los 

géneros Desulfobulbus, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, 

Desulfosarcina, Desulfomonile, Desulfonema, Desulfotulus y Desulfarculus. 

Dentro de esta familia podrían también incluirse con base en los análisis de 

rRNA los géneros Desulfobacula, Desulfospira, Desulfocella, Desulfocapsa, 

Desulforhopalus, entre otros. La mayoría de los miembros de esta familia son 

mesofílicos; sin embargo existen cinco excepciones, Desulfacinum infernum, 

D.hydrotermale, D. subterraneum, Desulfomicrobium thermophilum, y 

Thermodesulforhabdus norvegicus que registran temperaturas óptimas de 

crecimiento alrededor de los 60°C (Castro et al., 2000; Devereux & Stahl, 1993; 

Mori et al., 2003; Thevenieau et al., 2007).  

 

Dentro de la subclase δ-Proteobacteria se encuentra tanto bacterias no sulfato 

reductoras como bacterias azufre reductoras, y a su vez se dividen en cuatro 

subgrupos: myxobacteria, bdellovibrios, las BSR desasimilatorias y bacterias 

sintróficas. Cinco ramas están incluidas dentro de esta subclase Desulfovibrio, 

Desulfuromonas, Desulfobacter, Synthrophobacter y Desulfurella. 

Adicionalmente las bacterias sintróficas comprenden los géneros 

Synthrophobacter, Desulforhabdus, Desulfovirga, Desulfacinum y 

Thermodesulforhabdus. Las relaciones filogenéticas entre las BSR y otros 

miembros de la subclase delta no se han resuelto, aunque se ha sugerido que 

Myxobacteria y bdellovibrios pueden representar adaptaciones aeróbicas de un 

32 
 



ancestro anaeróbico de fenotipo azufremetabolizador (Kersters et al., 2006; 

Castro et al., 2000).  

 

Las BSR esporoformadoras Gram positivas están dentro de las bacterias Gram 

positivas con bajo contenido de Guanina-Citosina (GC) que son generalmente 

mesofílicos o moderadamente termofílicos con la capacidad de formar esporas 

como Bacillus y Clostridium. A este grupo pertenecen los géneros 

Desulfotomaculum, Desulfosporosinus y Thermoacetogenium (Castro et al., 

2000; Mori et al., 2003). 

 

Dentro del orden Clostridiales se han aislado bacterias termofílicas del género 

Clostridium como Clostridium cellulosi y Clostridium thermosaccharolyticum 

(Huber & Hannig., 2006; Rainey et al., 1993). 

 

Los microorganismos sulfato reductores del Dominio Archaea  están 

filogenéticamente divididos en  tres Géneros: Archaeoglobus, Caldivirga y 

Thermocladium. Al género Archaeoglobus pertenecen la especies A. fugidus,  

A. profundus y A. veneficus. La mayor diferencia entre Archaeoglobus fulgidus y 

A. profundus es que A. fulgidus posee flagelo, es quimiolitótrofa facultativa y 

produce una pequeña cantidad de metano, mientras que A. profundus no posee 

flagelo, es quimiolitótrofa obligada y no produce metano (Castro et al., 2000).  

 

Mientras al género Caldivirga pertenece una sola especie Caldivirga 

maquilingensis y al género Thermocladium pertenece la especie T. modesticus. 

Este grupo de organismos exhibe temperaturas óptimas de crecimiento 

superiores a 80°C (Mori et al., 2003; Hartzell & Reed, 2006; Itoh et al., 1998; 

Castro et al., 2000). 

 

Dentro del dominio Bacteria hay aproximadamente cuarenta y cuatro géneros 

de BSR, implicados en la reducción desasimilatoria de sulfato entre estos: 

Desulfovibrio, Desulfarculus, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfobulbus, 
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Desulfococcus, Desulfohalobium, Desulfomicrobium, Desulfomonile, 

Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium 

(Fauque, 1995; Hartzell & Reed, 2006), Desulfacinum (Sievert & Kuever, 2000; 

Rees et al., 1995; Rozanova et al., 2001), Desulfarculus (Kuever et al., 2006), 

Desulfatibacillum (Cravo-Laureuau et al., 2004), Desulfatiferula (Cravo-

Laureuau et al., 2007), Desulfatirhabdium (Balk et al., 2008), Desulfobacca 

(Oude-Elferink et al., 1999), Desulfobacula (Rabus et al., 2000), Desulfocapsa 

(Janssen et al., 1997), Desulfocella (Brandt et al., 1999), Desulfofaba, 

Desulfofrigus (Knoblauch et al., 1999), Desulfofustis (Friedrich et al., 1996), 

Desulfoglaeba (Davidova et al., 2006), Desulfomusa (Finster et al., 2001), 

Desulfonatronovibrio (Zhilina et al., 1997), Desulfonatronum (Pikuta et al., 

1998), Desulfonauticus (Audiffrin et al., 2003), Disulfonispora (Denger et al., 

1999), Desulfopila (Suzuki et al., 2007), Desulforegula (Rees & Patel, 2001), 

Desulforhabdus (Oude-Elferink et al., 1997), Desulforhopalus (Isaksen & Teske, 

1999), Desulfospira (Finster et al., 1997), Desulfosporosinus (Stackebrandt et 

al., 2003), Desulfovermiculus (Belyakova et al., 2007), Desulfovirga (Tanaka et 

al., 2000), Desulfovirgula (Kaksonen et al., 2007), Desulfurella (Bonch-

Osmolovskaya et al., 1990), Desulfurispora (Kaksonen et al., 2007), 

Desulfurobacterium (L´Haridon et al., 2006) y Desulfurococcus, Thermocladium 

y Caldivirga (Castro et al., 2000; Fauque & Ollivier, 2004; Itoh et al., 1998, 1999; 

Hartzell & Reed, 2006). 

Estas bacterias crecen sobre un amplio rango de sustratos entre los que se 

encuentran ácidos orgánicos, alcoholes, aminoácidos y compuestos 

xénobióticos. Este grupo de bacterias participan activamente en la 

transformación y reciclaje de materia orgánica en ambientes anaeróbicos, entre 

las que se encuentran procesos de compostaje y biodegradación de 

contaminantes policlorados (Castro et al., 2000; Thevenieau et al., 2007). 

 

La degradación anaerobia de la materia orgánica es un proceso complejo que 

requiere la interacción de diferentes grupos de microorganismos. Cada grupo 

microbiano funciona en la cadena alimenticia donde el producto metabólico final 
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de un grupo es el sustrato de otro hasta que la oxidación sea completa. En los 

hábitats anóxicos el primer grupo de organismos que interviene son los 

fermentativos que hidrolizan los polímeros de alto peso molecular (Proteínas, 

polisacáridos, lípidos, ácidos nucleídos) y  fermentan  su respectivo monómero 

(aminoácidos, azúcares, ácidos grasos, nucleótidos) a H2, CO2, acetato, ácidos 

orgánicos y alcoholes. El acetato, H2 y CO2 son reutilizados directamente por 

las metanoarchaeas. El segundo grupo son las bacterias acetogénicas que 

clivan los ácidos orgánicos y alcoholes en acetato, H2 y CO2. El tercer grupo de 

microorganismos está formado por metanoarchaeas que utilizan los productos 

finales de todos los procesos previos (H2, CO2, acetato, formato) para producir 

metano. El cuarto grupo consiste en las BSR quienes compiten con los 

metanógenos y acetógenos por la disponibilidad de sustratos. La 

metanogénesis y la reducción desasimilatoria de sulfato son dos procesos 

terminales de la mineralización anaerobia, y la predominancia de uno de estos 

procesos depende principalmente de la disponibilidad del sulfato     

(Reysenbach, 2002).  

  

3.15 Biodegradación 
 
Respecto a la biodegradación de contaminantes aromáticos clorados, las BSR 

son capaces de utilizar diferentes fuentes de nitrógeno. Diferentes organismos 

pueden fijar nitrógeno y además usar el nitrógeno de los aminoácidos. Las 

principales fuentes naturales de compuestos aromáticos son aminoácidos 

aromáticos y lignina, sus precursores y compuestos de degradación. La 

degradación de compuestos aromáticos por las BSR se lleva a cabo por su 

capacidad de romper la estructura aromática del anillo en varios compuestos. 

Algunas especies de Desulfotomaculum convierten el trimetoxibenzoato a 

trihidroxibenzoato, al igual que algunas especies de Desulfovibrio oxidan ciertos 

sustitutos de benzaldehídos a sus respectivos ácidos benzóicos (Hanzen, 

1993).  

 

35 
 



El proceso de metilación del mercurio es un proceso que involucra el cambio del 

mercurio en forma inórganica (Hg2+) a las formas metiladas metilmercurio 

(CH3Hg+) y dimetilmercurio (CH3)2Hg que puede llevarse a cabo por una ruta 

bioquímica anaerobia involucrando en el uso de la metilcobalina. Este proceso 

se realiza principalmente en los sedimentos de las aguas oceánicas y cuerpos 

de aguas continentales (Verbel & Restrepo, 2002).  

 

Se ha demostrado que D. desulfuricans trasforma el mercurio a metilmercurio, y 

esta metilación es mediada por la metilcobalamina (B12) (Barton, 1995). 

 

La metilcobalina (CH3CoB12) transfiere un metilcarbanión (CH3) al ión mercúrico 

(Hg2+) para generar (CH3)2Hg. Esta especie es insoluble en el agua y es 

además altamente volátil, por lo que se difunde en forma rápida a la atmosfera. 

Una vez en la atmosfera, el dimetilmercurio es fotolizado por la luz ultravioleta 

para dar Hg0 y radicales de metilo. Los radicales de metilo pueden unirse a un 

hidrógeno para producir moléculas de metano o acoplarse a dos de ellos para 

formar una molécula de etano. Una vez que el metilmercurio es liberado por los 

microorganismos entra en contacto con la biota acuática a través de una rápida 

difusión, facilitando la bioacumulación y biomagnificación por las especies de la 

cadena alimenticia, aumentando los niveles de acumulación y toxicidad en los 

organismos vivos por lo cual causan un daño ecológico en los ecosistemas 

(Verbel & Restrepo, 2002).   

 

La producción de sulfuro de hidrógeno está asociada a la degradación de 

compuestos orgánicos en ambientes anaerobios  a través del consumo de 

aceptores de electrones como el O2, NO3 y SO4
2- , con la formación de H2O, N2, 

H2S y CH4, respectivamente (Devereux & Stahl, 1993). 

 

Las concentraciones de sulfato en los ecosistemas influyen directamente sobre 

la actividad metabólica de las BSR y la producción de H2S. Cuando la 

concentración de sulfato es alta, productos complejos de fermentación son 
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oxidados a CO2 y agua. En condiciones de concentraciones bajas de sulfato, las 

BSR oxidan lactato usando protones como aceptores de electrones y generan 

H2. Las consecuencias ambientales del crecimiento de las bacterias BSR 

pueden ser  devastadoras. Ellas son las responsables de las muertes masivas 

de peses, de trabajadores de las alcantarillas por intoxicación con sulfuro de 

hidrógeno, de la generación de “nieblas tóxicas del amanecer”, y de la muerte 

de los cultivos de arroz por el agotamiento del oxígeno en los arrozales 

(Devereux & Stahl, 1993).  

 

Las BSR tienen un impacto en la salud humano en el desarrollo de 

enfermedades gastrointestinales,  por ejemplo Desulfovibrio desulfuricans se ha 

detectado en rumen de oveja y en el intestino humano causando inflamación del 

colon. Gracias al desarrollo de técnicas de cultivo anaerobias, recientes 

estudios han reportado que cerca de 50% de la totalidad de los abscesos  en 

hígados piogénicos son causados por bacterias anaerobias sulfato reductoras 

(Tee et al., 1996).  
  

Los aceros inoxidables austeníticos son ampliamente usados en las industrias 

química, petroquímica, térmica y nuclear debido a su excelente resistencia a la 

corrosión, buenas propiedades mecánicas a elevadas temperaturas, además 

que pueden ser soldados por procesos muy variados.  

 

Debido a su alta ductibilidad y tenacidad, a su elevada resistencia a altas 

temperaturas y a la corrosión, estos aceros son utilizados en un amplio intervalo 

de temperatura (-196 y 900°C). Sin embargo, los procedimientos normales de 

soldadura introducen en el metal la posibilidad a la precipitación de una gran 

variedad de carburos, lo que trae como consecuencia que el acero sea 

susceptible a la corrosión, incluida la corrosión inducida por los 

microorganismos, generando muchas veces daños significativos, que involucran 

pérdidas cuantiosas a la industria. El papel de los microorganismos en la 

corrosión de los metales se ha venido incrementando en los últimos años. Este 
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tipo de corrosión se define como la inducida o promovida por la acción de 

agentes agresivos producidos por microorganismos. Dentro de estos 

microorganismos están las bacterias sulfato reductoras, Desulfotomaculum 

thermoacetoxidans las cuales se encuentran frecuentemente implicadas en la 

corrosión del acero, cobre y aleaciones ferrosas (Figueroa et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1 Descripción del área de estudio 
 
4.1.1 Localización geográfica  
 
El área de estudio se encuentra en el municipio de Jojutla, que pertenece al 

estado de Morelos, delimitado entre los  18° 36’ 53’’ latitud Norte y los 99°11’ 

43’’ de longitud  Oeste.  

 

El municipio tiene una superficie de 142.6 km2 y se encuentra a  una altura 

promedio de 890 m (Figura 5). 

 

 
Figura 5: Imagen de localización del área de estudio
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4.1.2 Hidrografía 
 
El territorio del municipio de Jojutla lo atraviesan, los Ríos Amacuzac, Yautepec, 

Apatlaco, Coatlán y Cuautla. 

4.1.3 Principales ecosistemas  

El municipio tiene una vegetación denominada selva baja caducifolia con 

vegetación secundaria, compuesta principalmente de casahuate, copal, 

tepehuaje, pochote, muy escasos ejemplares de palo de Brasil, nopales, 

huizaches  y  pastizales.  

La fauna se reduce a conejos, tejones, tlacuaches, zorras, mapaches; a últimas 

fechas se han reproducido garzas blancas, aves migratorias como la paloma de 

ala blanca, y huilota, aun se pueden ver codornices y cada vez menos, 

chachalacas. En 1995 se plantaron 38,697 árboles, resultando en 45.662 

hectáreas reforestadas 

4.1.4 Clima  

El clima del municipio es cálido la mayor parte del año, pueden registrarse 

temperaturas por encima de los 30°C en los meses de Abril, Mayo y Junio, 

siendo de 27°C en promedio. En Noviembre, Diciembre y Enero se registran las 

temperaturas más bajas que no son inferiores a los 18°C. La temporada de 

lluvia regularmente inicia en Junio y se prolonga hasta Septiembre, con una 

precipitación media anual de 917 mm. (INEGI, 1992). 

 

La actividad principal es la agricultura, entre los cultivos principales esta la caña 

de azúcar, arroz, maíz, etc. 
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4.2 Colecta de muestras 
 
Se colectaron cuatro muestras de lodo de la zona, en diferentes terrenos con 

cultivo de arroz, inundado con agua de riego buscando la zona radicular, 

prefiriéndose las condiciones anaeróbicas. 

 

Las muestras se colectaron en frascos de vidrio transparente estéril de 500 mL. 

Para mantener la esterilidad y las condiciones  anaeróbicas, al momento de 

tomar las muestras solo se abrió un poco la tapa y se cerró inmediatamente  

después de tomar cada muestra.  

 

Las muestras se trasportaron al laboratorio de Microbiología de la 

Biorremediación de la Universidad Autónoma Chapingo. 

 

Para comprobar qué muestra era la más adecuada para el enriquecimiento, se 

midió la cantidad de sulfatos de cada una de las muestras, utilizando la técnica 

clásica con un equipo llamado Espectrofotómetro. La determinación de sulfatos 

es muy importante porque sabemos que el objetivo de la investigación es 

identificar las bacterias sulfato reductoras, ya que a mayor concentración de 

sulfatos en el suelo, mayor será la presencia de estas bacterias sulfato 

reductoras, es por eso el primer paso fue determinar los sulfatos para luego 

proseguir la siguiente etapa de investigación, que consiste en sembrar las 

bacterias sulfato reductoras en un medio de cultivo líquido para determinar su 

crecimiento. 
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Se seleccionó  una muestra de las cuatro que se colectaron, la cual además 

olía a sulfuro de hidrógeno y tenía mayor cantidad de sulfatos. La muestra fue 

marcada como Jojutla uno (J1). (Figura 6 y 7). 

 

 
Figura 6: Muestras de lodo      Figura 7: Muestra seleccionada  

 
4.2.1 Determinación de producción de H2S 
 
4.2.2 Reactivo de cobre 
 
De acuerdo con Cord-Ruwisch (1985), en un matraz volumétrico, se colocan 

200 ml de agua destilada, se agregan 2.9 ml de HCL 50 mM y se afora a 500 

mL, por último se ponen 0.6 g de CuSO4 5 mM   agitándose vigorosamente 

hasta que quedó disuelto. Se almacenó en un frasco color ámbar. 
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4.2.3 Medición de H2S 
 
En un tubo de ensaye limpio se ponen 2 mL de reactivo de cobre (Figura 8) y 

0.2 mL de la muestra a analizar, y se mide la absorbancia (Figura 9), en un 

espectrofotómetro (HACH D/R 4000U) a 480 nm. Se toma como blanco un tubo 

que contenga reactivo de cobre sin muestra a analizar, y los resultados de la 

absorbancia se comparan en la curva tipo para determinar la cantidad H2S 

producido. La curva tipo se realizó con una solución madre anóxica de 

Na2S*9H2O en concentraciones de 0 a 20 mM. (Ver anexo 1). 

 

 
Figura 8: Determinación de H2S       Figura 9: Determinación  de absorbancia  

 

4.3 Medio de cultivo 
 
El medio de cultivo anóxico (Hernadez-Eugenio, 2000) para bacterias sulfato 

reductoras, que se utilizó a lo largo del experimento, tiene  las concentraciones 

siguientes en g/L: K2HPO4, 2; KH2PO4, 2; MgCl2*6H2O, 0.1; NH4Cl, 0.1; CaCl2, 

0.1; Na2S2O3*5H2O, 5; Extracto de levadura, 0.1; Peptona de caseína, 5; 

Cisteína, 0.5; Resarzurina, 0.001. 

 

El medio de cultivo anóxico fue envasado bajo flujo de nitrógeno en botellas 

serológicas con tapón de caucho y sello de aluminio (Figura 10), seguido de 

esterilización durante 20 min a temperatura de 120°C (Figura 11). El agente 

reductor, sulfuro de sodio nona hidratado (Na2S*9H2O), se agregó 5% (v/v) en 
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solución madre al 2% de concentración previamente esterilizada. Y se adiciona 

al medio de cultivo antes de la inoculación.  

 
Figura 10: Envasado de medio de cultivo    Figura 11: Proceso de esterilización 

 
4.4 Solución madre de materiales no termosensibles 
 

La solución madre se preparan bajo flujo de nitrógeno con agua libre de oxigeno 

y luego fueron envasadas en botellas serológicas y esterilizadas durante 20 

minutos a temperatura de 120°C. 

 

Los reactivos que se prepararon fueron los siguientes: Na2S*9H2O, NO3
-,  NO2

-, 

SO4
=, SO3

2-, Na2S2O3*5H2O, HCl, Na2CO3. 

 

4.5 Manejo de muestras  
 
Las muestras fueron manejadas con las jeringas esterilizadas y bajo flujo de 

nitrógeno. Todo el manejo de las muestras se realizó en ambiente estéril 

desinfectado con alcohol etílico al 70% y flama. 
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4.6 Purificación y aislamiento 
 
4.6.1 Enriquecimiento 
 
Cuatro enriquecimientos sucesivos se realizaron a partir de las muestras 

seleccionadas. Los enriquecimientos se hicieron con el inóculo 10% (v/v) se 

llevaron a cabo aproximadamente cada mes. La cantidad de H2S se determinó 

cada día para determinar el momento de realizar la siguiente reinoculación.  

Se inocularon diez botellas serológicas de la muestra seleccionada (Figura 12), 

con lodo colectado al 10% (v/v),  del suelo inundado en un cultivo de arroz. Las 

botellas inoculadas se etiquetaron con los números del uno al diez de la 

muestra seleccionada (Jojutla 1 ). Y se conservaron en la estufa a temperatura 

constante de 56.7 °C (Figura 13), durante tres semanas.  

 

Las reinoculaciones fueron realizadas a partir de los diferentes 

enriquecimientos. Cada día se midió la cantidad de sulfuro de hidrógeno (H2S)  

y las botellas serológicas con mayor cantidad de H2S fueron seleccionadas para 

el aislamiento. De las diez botellas se tomo las botellas cinco y siete. 

 
Figura 12: Botellas Inoculadas  Figura 13: Conservación de muestras 
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Paralelamente se realizaron observaciones al microscopio (Axiostas Plus), en 

contraste de fases a 100x. La muestra se centrifugó a 10000 rpm durante un 

minuto y se fijaron a la porta objetos con grenetina para su respectiva 

observación de las bacterias sulfato reductoras. Todas las observaciones fueron 

realizadas después de realizar los enriquecimientos. 

 

4.6.2 Aislamiento 
 
Para el aislamiento se aplicó la técnica de tubo rodado (Hungate, 1969), en el 

medio de cultivo anóxico antes mencionado, adicionado con agar noble Difco a 

una concentración de 16 g/L. Se envasaron 5 mL de medio de cultivo bajo 

atmósfera de gas nitrógeno en tubos de ensaye (Figura 14). 

  

 
                  Figura 14: Tubos de ensaye con medio de cultivo sólido 

 

A partir del último enriquecimiento se realizó la inoculación en medio sólido en 

series de diluciones decimales hasta 1x10-10 por cada botella seleccionada 

(Jujutla 1, botellas número cinco y siete). Del último enriquecimiento se 

prepararon 10 diluciones por cada botella seleccionada. La inoculación se 

realizó al 10% (v/v) con 0.5 mL de inóculo. Los tubos inoculados se rodaron por  
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un capa de hielo hasta formar una capa uniforme en su contenido, por último se 

incubaron en la estufa a 56.7 °C durante las 48 horas.  

 

Las colonias seleccionadas fueron tomadas en condiciones anaerobias y 

reinoculadas en diluciones sucesivas en medio sólido hasta obtener las cepas 

puras. 

 

4.6.3 Purificación 
 
Las colonias seleccionadas se transfirieron a tubos con medio de cultivo 

anóxico líquido haciendo disoluciones en cascada 1x10-10 por cada cepa. 

Incubándose durante 24 horas a temperatura de 56.7 °C. 

 

A partir del último tubo con crecimiento bacteriano se inocularon botellas 

serológicas con medio de cultivo anóxico estéril. Por la cepa pura se inocularon 

tres botellas y se dejaron en la estufa a temperatura de 56.7 °C. Para las 

pruebas posteriores se utilizaron las tres últimas. 

 

Se realizaron varias observaciones al microscopio “Axiostas Plus” a 100X en 

contraste de fase de cada una de las cepas, para revisar las características de 

cepas, como movilidad, pureza, número de bacterias y morfología. 

 

4.7 Extracción de ADN, PCR y secuenciación del gen 16S rRNA 
 
La cepa 1 se colocó en 2.5 µL de reactivo Lyse and Go PCR (Thermo Scentific 

Inc). La suspensión se calentó a 95 °C durante cinco min y centrifugada a       

10 000 rpm. Se realizó una dilución del DNA en agua (1:2), posteriormente se 

tomo 5 µL, al cual se le agrego  la mezcla para la amplificación PCR, la cual 

contenía los reactivos con las siguientes concentraciones: d-NTP, 22 µL; Primer 

Revers 22 µL; Primer Forward, 22 µL; buffer, 55 µL; Mg Cl2, 22 µL; Taq 

polimerasa, 4.4 µL y agua, 100.1 µL; para obtener un volumen final de 247.5 µL. 
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La reacción de PCR se llevó a cabo durante 31 ciclos a temperatura de 95 °C 

por dos min, 57 °C por 1 min y 72 °C durante  1 min. 

 

Los productos de la amplificación fueron analizados en un gel de agarosa al 1% 

por electroforesis. 

 

Los resultados de PCR fueron secuenciados usando los primers 18-MER 

reverse (5’-GACGGGCGGTGTGTACAA-3’) y 17-MER forward (5’-

TGCCAGCAGCCGCGGTA-3’). 

 

La secuenciación se llevó a cabo usando el kit de secuenciación Big Dye 

Terminator de Applied BioSystems (USA), los productos de secuenciación se 

resolvieron en un sistema de secuenciación automatizado el  modelo del equipo 

fue 3730XL de Applied BioSystems (USA). 

 

Las secuenciaciones obtenidas fueron editadas con BioEdit Sequence Aligment 

Editor (Hall, 1999), y fueron comparadas con la base de datos del Genebank 

usando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997).  

 

4.8 Pruebas fisiológicas 
 
Los parámetros de velocidad máxima de crecimiento en función a la 

temperatura, concentración de NaCl y pH se determinaron por medición de la 

densidad óptica a 580 nm en un espectrofotómetro HACH DR/4000 U. Para la 

cepa 1 se inocularon tres tubos. 

 

La medición se inicio ocho horas después de la inoculación, cuando el 

crecimiento bacteriano empieza, y se continúo midiendo cada hora durante diez 

horas consecutivas. 
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En  el análisis de los resultados se usó la fórmula descrita por Pirt (1975), citado 

por Mckay et al., 1997, para obtener la velocidad máxima de crecimiento 

bacteriano (Vmax): 

 
 

V max = Ln (D

 

Donde: 

D1 y D2 = Es la densidad óptica inicial y final, respectivamente a 580 nm. 

T1 y T2  = Es el tiempo inicial y final en horas en que se da el crecimiento 

bacteriano. 

 
4.8.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento bacteriano 
 
La cepa se puso a incubar en distintas temperaturas: 25, 35, 45, 55, 65 y 75 °C 

y así se determino el crecimiento de la cepa para esas temperaturas. 

 
4.8.2 Efecto del pH en el crecimiento bacteriano 
 
Al medio de cultivo líquido esterilizado se le agregaron alícuotas de HCl 0.5 N y 

Na2CO3 0.5 N para acidificarlo o alcalinizarlo. Se midió el crecimiento bacteriano 

a pH de: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10.  

 

4.8.3 Efecto de la presión osmótica en el crecimiento bacteriano 
 
Al momento de la preparación del medio de cultivo se le añadieron las 

siguientes concentraciones de NaCl: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 g/L y se 

procedió a determinar el crecimiento de la cepa. 

 

 

 

 

1/D2) 

          T1-T2 
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4.9 Sustratos 
 
Se probaron diferentes tipos de azúcares, ácidos carboxílicos y alcoholes. Para 

ello se usaron las galerías API (Biomerux) 50 CH y 20 A. 

 

Las galerías API son un sistema estandarizado que permite la identificación de 

microorganismos que pertenecen a diferentes grupos. La galería API 50 CH 

está compuesta por cincuenta ensayos bioquímicos destinados al estudio del 

metabolismo de los carbohidratos y algunos derivados (heterosidos, 

polialcoholes y ácidos urónicos). Durante la incubación, la fermentación se 

traduce en un cambio de color. De la misma forma, la galería API 20 A se usa 

para identificar bacterias Gram positivas anaerobias, pertenecientes a las 

Entereobacteriaceae, incluye 20 test bioquímicos. Algunos de los azúcares que 

se probaron fueron glucosa, almidón, galactosa, arabinosa, manitol, xilosa, 

maltosa, ribosa, fructosa. 

 

4.9.1 Aceptores de electrones 
 
Se probaron seis aceptores de electrones: NO3

-, NO2
-, SO3

=, SO4
=,     

Na2S2O3*5 H2O y S° a una concentración de 1M. Los aceptores de electrones 

se pusieron en solución a excepción del S°, el cual se aplico directamente a 

cada tubo. La concentración final de cada tubo fue de 20 mM. 

 

4.10 Características morfológicas 
  
4.10.1 Tolerancia al oxígeno  
 
Para comprobar si la cepa era tolerante al oxígeno (O2), se prepararon tubos 

con medio de cultivo mineral sin resarzurina ni cisteína. Después de veinte 

cuatro horas de la inoculación se revisaron los tubos y aquellos que tenían 

crecimiento bacteriano se consideraron como tolerantes al oxígeno. 
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4.10.2 Esporulación  
 

Al final de la fase de crecimiento cada cultivo se sometió a temperatura de 94 

°C durante cinco minutos y posteriormente se reinoculó en medio líquido 

anóxico y luego se conservó durante veinti cuatro horas a una temperatura de 

56.7 °C. La presencia de crecimiento bacteriano por turbidez en el tubo de 

cultivo indicó esporulación. Los cultivos que presentaron esporulación fueron 

observados al microscopio en contraste de fases a 100X, para determinar la 

morfología de sus esporas. 

 

4.10.3 Tinción de Gram 
 
La tinción de Gram se realizó en el laboratorio Interacción Molecular Planta-

microorganismo del Colegio de Posgraduados. Esta prueba fue descrita por 

Christian Gram en 1883, y consiste en realizar un frotis del cultivo en cuestión y 

aplicarle cristal violeta al 1%, seguido de lugol al 1.5% alcohol-acetona en 

proporciones iguales y al último safranina al 0.5 %. Después de que cada 

reactivo se pone sobre el frotis se espera un minuto aproximadamente y 

finalmente se enjuaga con agua (Delaat, 1983). Las muestras se observaron 

bajo un microscopio (Axiotas Plus) a 100X. 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 Muestras de lodo 
 
Se colectaron cuatro muestras de lodo de suelos inundados con cultivo de arroz  

de la misma zona pero de diferentes puntos (Figura 15), estas muestras se 

mantuvieron en un refrigerador a temperatura de 25 °C, durante todo el 

experimento, y fueron etiquetados con letras y números desde: J1 hasta la J4. 

El pH del lugar de muestreo fue de 6.5 y la temperatura promedio en la zona de 

27 °C. 

 

 
Figura 15: Muestras colectadas 
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5.2 Enriquecimiento 
 
5.2.1 Selección de muestras 
 
De las cuatro muestras colectadas se les determinó la cantidad de sulfato 

existente en cada una de las muestras, obteniendo los resultados que se 

observan en el Cuadro 4. Una vez obtenido los resultados de las cuatro 

muestras, para el enriquecimiento se seleccionó la muestra con mayor 

contenido de sulfato. 

 
Cuadro 4: Contenido de sulfatos de las cuatro muestras colectadas 

  Muestra
Cantidad

(mg/L) 
J1 80.04 
J2 56.12 
J3 50.31 
J4 53.84 

 

La muestra que presentaba la mayor cantidad de sulfato fue la J1, (Figura 16). 

Para el primer enriquecimiento, de la muestra J1 se inocularon diez botellas 

serológicas con medio de cultivo anóxico. 

 

 
Figura 16: Muestra colectada del suelo inundado 
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Cada día, durante nueve días, se midió la cantidad de sulfuro de hidrógeno 

(H2S) producido a las diez botellas inoculadas de la muestra J1, obteniendo los 

siguientes resultados (Figura 17): Botellas de la muestra Jujutla uno (J1). 

 

 
Figura 17: Gráfica de producción de sulfuro de hidrógeno 

 (Botellas de la muestra J1) 
 
 

En la (Figura 17) se observa la mayor producción de sulfuro de hidrogeno en las 

botellas cinco y siete, entonces se seleccionaron las dos botellas y a partir de 

esas dos botellas clasificadas se procedieron las  consiguientes 

reinoculaciones. Las reinoculaciones se hicieron cada diez o quince días hasta 

llegar a obtener la cepa pura.  
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5.2.2 Observaciones al microscopio 
 
Después de cada enriquecimiento se realizaron observaciones al microscopio, y 

se encontraron diferentes tipos de bacterias, por ejemplo bacilos y cocos, la 

mayoría de las bacterias observadas fueron bacilos que no se agrupan (Figura 

18). Según la observación de ambas botellas contenían las mismas 

características de las bacterias. 

 

 
Figura 18: Bacilos observados al microscopio 100X en contraste de fase 

 

5.2.3 Aislamiento 
 
En el primer aislamiento se encontraron dos colonias de color blanco y 

circulares. La mayoría de las colonias aisladas aparecieron a las 24 horas 

después de la inoculación a partir de la dilución 1x10-10. 

 

5.2.4 Purificación  
 
Se seleccionaron aquellas cepas que fueran diferentes. Se consideró que una 

cepa estaba pura, cuando en las diez diluciones en el medio sólido se encontró 

el mismo tipo de colonias y al hacer la observación al microscopio se presentó 

un solo morfo tipo.  
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La reinoculación en medio líquido se realizó cuando se cumplieron las 

condiciones anteriores para evitar una contaminación de las cepas. Se purifico 

una sola cepa, la cual fue etiquetada con una clave proveniente de la botella 

serológica de la que se había tomado el inóculo  y anexado el número de 

disolución de la que provenía la cepa hasta que quedo pura, para hacer más 

sencillo su identificación se le asignó un número (Cepa 1). 

 
5.2.5 Caracterización preliminar  
 
En el Cuadro 7 se muestran las características macroscópicas más destacadas 

de la cepa purificada. 

 

Cuadro 5: Características morfológicas de la cepa pura 

Clave Número Características  Morfología  
de cepa de la colonia ( microscopio 

      óptico a 100X) 
J1B7J4T8P1 1 Blanca, de forma circular             Bacilos largos 

     

Aprox. < 0.5 mm de diámetro 
a 48 h 

      
Nota: la clave salió de las reinoculaciones sucesivas de donde se obtuvo la cepa pura. 

 

Fardeau et al. (2000), reportan que colonias bacterianas de 3 mm de diámetro 

de un yacimiento de agua, al hacer la observación al microscopio encontraron 

bacilos de entre 2 y 8 µm parecidos, a los encontrados en esta investigación. 

 

Kim et al. (2001), aislaron una bacteria de un arroyo geotermal caliente de la 

Isla de Java, la cual, presenta características similares  a las encontradas en 

aislamiento, se reporta que la forma de las colonias es circular con un diámetro 

aproximado de 1 a 2 mm. Son bacilos rígidos de 1 a 3 µm.de largo. 
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En  los ejemplos anteriores las bacterias aisladas pertenecieron  a los géneros 

Clostridium y Thermoanaerobacter.  En todos los casos se observan bacilos 

que forman colonias circulares, parecidas a las encontradas en esta 

investigación. 

 

5.3 Extracción, PCR y secuenciación 
 
A partir del producto PCR de la cepa 1, se secuenciaron aproximadamente 801  

bases del gen 16S RNAr: 

 

GCCTCCGCACGTCACGGGGGCTAGTGACGCTTCCATCCTATATTGACTTTG
CCGCCGAGCTCCAGTCCGGGCGGCGACTACGCCCCTACGTTCTACCGCG
TCTGCTGCCAAAGCCATATTCCGGCAGTCGTGAAGGTGTCGTCGAATAATA
GAACCCTCTTACCCTTGACCCCTGGCTTGGCTGTGAAGAGGTCTGTCGATA
TTGTACCGCGGCTGCTGGCAAGGGGGCTGTGGGGTTAGGCTTGGTGCGG
TAGCTGTCACCATATCACTACCCAAACTGAAGACGACCATGCTGCTGTATC
TGTCTTCCGTTTCCCGAAGGCAAAAATTCCTCTGTGAAAACTTACATGGAAG
CATGAGTAGGGATGTTCTTGTTCTTTCCATTTAATTAACCCAATCCACCCCC
TGCTTGGGTCGCCCCCCATTCCTTTTTTTTATTTTTTACCTAGCGTCCTCCC
CCCCCGGCCGAGTTCATTAACTAGTTGCGTTACGAAGGCACAACTCAAAGG
ACAACGATCCCAATTCACATAGTTTACGGTAACTACCAGGGAATCTAATCCT
GTTTGCTCCCCACNCTTTCGCCTTCACGTTTATCTTCGGCCAGCGGGCCCC
TTCCGCCATGNTTCCTTCTATATCTAGAAATGCACCGCTACACAGGAATTCA
CCTCTCCTCATCCACACTCAAGATTGCTAATCCATCCGGACAGGGCAGAGA
TTTCATCTTTACTACAAAACGCCTGCCGCGCCTTACAGCCATTAATATGCTC
CCTCCTACGCGGGAGGCAAA 
 

Al comparar la secuencia de ácidos nucleídos de la cepa 1 con las secuencias 

existentes en el Genebank se encontró que la secuencia más próxima tiene un 

87% de similitud con Clostridium scindens. En el Cuadro 6 se muestra la 

clasificación taxonómica de la cepa 1.  
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Cuadro 6: Clasificación taxonómica de la cepa 1 
 
   Dominio Bacteria   

  Phylum   Firmicutes 
    Clase     Clostridia 
      Orden       Clostridiales 
        Familia          Clostridiaceae 
          Género            Clostridium 

               Especie               Clostridium scindens   
  

5.4  Efecto de la temperatura en el crecimiento de la Cepa 1 
 
La cepa 1 tuvo una temperatura óptima de crecimiento de 50 °C, aunque creció 

en un intervalo de 40 a 55 °C. Entre 35 y 45 °C presentó su velocidad de 

crecimiento mayor. A partir de 45 °C el crecimiento bacteriano se estabilizó.  

 

Dado este comportamiento, puede ser considerada como moderadamente 

termófila (Figura 19). 

 

 
Figura 19: Temperatura, respuesta de la cepa 1 
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Según Brock (2004), la máxima descomposición de materia orgánica ocurre a 

entre los 48 y 59°C. Esto se debe a que muchos microorganismos y procesos 

que ocurren en ambientes calientes e inundados se adaptan a las temperaturas 

que hay a lo largo de la gradiente térmica.  

 

Reysenbach et al, (2002), reporta que la degradación anaerobia de la materia 

orgánica es un proceso complejo que requiere la temperatura de 49°C y la 

interacción de diferentes grupos de microorganismos. Cada grupo microbiano 

funciona en la cadena alimenticia donde el producto metabólico final de un 

grupo es el sustrato de otro hasta que la oxidación sea completa. 

  

Según Brock (2004), para que las bacterias de ambientes termofílicos alcancen 

su máxima velocidad de crecimiento, es necesario que no exista competencia 

entre ellos por los diferentes nutrientes ya que si hay escasez de algunos 

nutrientes entonces entran en fase estacionaria antes de alcanzar su máximo 

crecimiento. 

 

Zavarzina et al., (2000), aislaron  Thermoanaerovibrio velox, de un géiser en 

Rusia, la cual presentó  un comportamiento similar al de la cepa identificada en 

este trabajo de investigación. , T. velox está considerada como moderadamente 

termófila pues creció en un intervalo de temperatura de 40 a 65 °C, con un 

crecimiento óptimo a 60 °C. Las BSR esporoformadoras Gram positivas están 

dentro de las bacterias Gram positivas con bajo contenido de Guanina-Citosina 

GC, que son generalmente mesofílicos o moderadamente termofílicos con la 

capacidad de formar esporas como Bacillus y Clostridium. A este grupo 

pertenecen los géneros Desulfotomaculum, Desulfosporosinus y 

Thermoacetogenium (Castro et al., 2000; Mori et al., 2003). 
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5.5 Efecto del pH en el crecimiento de la cepa 1 
 
El pH afecta la estructura y la actividad de las macromoléculas biológicas dentro 

de la célula. Al cambiar el pH interno de las células, las macromoléculas se 

desnaturalizan y el organismo muere. El intervalo de pH al cual crece la bacteria 

está determinado por la tolerancia de su membrana citoplástica a la acidez o 

alcalinidad del ambiente. De la misma manera, si un organismo no se encuentra 

en su intervalo óptimo de crecimiento la membrana se rompen y las células se 

lisan. Las BSR crecen mejor sobre las condiciones poco alcalinas, el pH es 

restringido (pH 7.0 - 7.8) y la tolerancia de los valores oscila entre 5.5 a 9.0. Sin 

embargo, la reducción desasimilatoria de sulfato ha sido observada en 

ambientes altamente ácidos, como drenajes mineros y en humedales (Barton, 

1995). 

 

El pH inicial del medio de cultivo fue de 6.68 y se utilizaron diferentes 

cantidades  de solución de HCl, 0.5 N para acidificar y Na2CO3, 0.5 N para 

alcalinizar el medio de cultivo (Cuadro 7). 

 
Cuadro 7: Cantidad de solución madre para acidificar o alcalinizar el medio de cultivo 
 

pH        HCL, 0.5 N (mL) Na2 CO3 , 0.5 N (mL) 
3 0.3   0 
4 0.2 0 
5 0.15 0 
6 0.01 0 
7 0 0.3 
8 0 0.5 
9 0 1 

10 0   1.25 
 

De acuerdo a los datos obtenidos durante las mediciones, la cepa no creció a 

pH de 3, 4,5, 9 y 10 la razón por la cual el rango de crecimiento fue de 6 a 8. 
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La grafica muestra que la cepa 1 obtiene su mayor crecimiento en un pH de 7 

(Figura 20). 

 

 
Figura 20: Crecimiento de la cepa 1 a diferentes pH´s 

 

Kim et al., (2001),  y sus colaboradores reportan que Thermoanaerobacter 

yonseiensis alcanza una velocidad de crecimiento óptimo crecimiento a pH 6 a 

6.5, Moussard et el., (2004), y sus colaboradores aislaron y describieron de una 

fosa hidrotermal, Thermodesulfatator indicus que crece en un intervalo de pH de 

6 a 6.7, alcanzando su velocidad máxima de crecimiento a 6.2. 

 

Lebbetter et al., (2007), y sus colaboradores aislaron y caracterizaron de un 

sistema hidrotermal en Alvord Basin, Oregon, bacterias metabolizadoras de 

arsénico, estas bacterias podian vivir en un pH de intervalo de 6 a 8, con óptimo 

de 7.  
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5.6 Efecto de NaCl en el crecimiento de la cepa 1 
 
La cepa 1 creció por debajo de 10 g/L de NaCl y alcanzó su mejor desarrollo a 

una concentración de 0 g/L (Figura 21). 

 

Las concentraciones de sal son otro factor determinante para las bacterias 

sulfato reductoras termofílicas, la mayoria de estas han sido aisladas de 

ambientes marinos con una concentración preomedio de 1 a 4% de NaCl, sin 

embargo, estas bacterias también han sido aisladas de manantiales termales 

con una concentración  de 0.05 a 56 g/L (Barton, 1995; Thevenieau et al., 

2007). 

 

La mayoria de las BSR que han sido caracterizadas han mostrado una 

adaptación pobre en condiciones extremas hipersalinas, el reporte mas alto in 

vitro de crecimiento optimo para especies conocidas es de 10% de salinidad         

(Kjeldsen et al., 2007).  

 

 
Figura 21: Respuesta de la cepa 1 a la concentración de NaCl 
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Fardeau et al., (2000), reportaron que Thermoanaerobacter subterraneus, se 

desarrolla bien a concentraciones de 0 g/L de NaCl.  También Huber et al., 

(1998), reportaron que Thermocrinis ruber crece a una concentración de NaCl 

no mayor de 0.4%. 

 

Los resultados encontrados con la cepa 1  concuerdan con lo encontrado , por 

Qatibi et al (1991), quienes aislaron bacterias del género Desulfobibrio de un 

reactor anaeróbico que  se desarrollaron muy bien en concentraciones de sal de 

entre 0 a 10 g/L bajo condiciones anaeróbicas. 

 

5.7 Sustratos 
 
Con los resultados obtenidos mediante el uso de la galería API 50 CH, se 

encontró que la cepa 1, utiliza D-GLUcosa pero no el resto de los sustratos: 

GLIcerol, ERitritol, D-ARAbinosa, L-ARAbinosa, D-RIBosa, D-XILosa,  L-XILosa, 

D-ADOnitol, D-GALactosa, D-FRUctosa, D-MamNosA, L-SorBosA, L-

RHAmnosa, DULcitol, INOsitol, D-MANitol, D-SORbitol, Metil-αD-

Manopiranosida, Metil-αD-Glucopiranosida, N-AcetilGlucosamina, AMIgdalina, 

ARButina, ESCulina, citrato férrico, SALicina, D-CELobiosa, D-MALtosa, D-

LACtosa (origen bovino), D-MELibiosa, D-SACarosa, D-TREhalosa, INUlina, D-

MeLeZitosa, D-RAFinosa, AlmiDón, GLIcóGeno, XiLiTol, GENtiobiosa, D-

TURanosa, D-LIXosa, D-TAGatosa, D-FUCosa, L-FUCosa, D-ARabitol, L-

ARabitol, GlucoNaTo potásico, 2- CetoGluconato potásico, 5- CetoGluconato 

potásico. 
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El compuesto utilizado fue evidenciado por el cambio de color en el respectivo 

pozo de la galería a las 48 h, como se muestra en la Figura 22. 

 

 
Figura 22: Respuesta de la cepa 1 en la galería API 50 CH 

 

Según Rabus et al., (2006), la propiedad de utilizar azúcares es propia sólo en 

pocas especies representantes del género Desulfovibrio y en ausencia o 

presencia de sulfato se ha observado en D. fructosovorans. La utilización de 

glucosa en Desulfotomaculum nigrificans y D. salexigens también han sido 

reportada.  
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En el caso de la galería 20 A se encontró que la cepa 1 utiliza ya sea 

fermentando u oxidando los siguientes compuestos: gelatina, esculina, urea. En 

la (Figura 23), se muestra la respuesta de la cepa uno a los diferentes test de 

esta galería. 

 

 
Figura 23: Respuesta de la cepa 1 en la galería API 20 A 

 

Según Brisbarre et al., (2003), Clostridium  caminithermale usa fructosa, 

galactosa, glucosa, glicerol, maltosa, mannosa y ribosa, los cuales son 

fermentados principalmente en acetato, butirato, propionato y crecimiento 

mixotrófico en H2:CO2. No utiliza arabinosa, celobiosa, lactosa, manitol, dulcitol, 

melibiosa, raffinosa, rhamnosa, almidón, sacarosa, xilosa, sorbitol, lactato, 

formato, acetato y propionato. 

 

Cook et al., (1996) Thermoanaerobacter wiegelii, esta utiliza diferentes tipos de 

mono, di y polisacáridos, incluyendo: xilosa, lactosa, maltosa, glucosa, pectina, 

almidón, glicerol, sacarosa, celobiosa, manosa, raffinosa, fructosa, 

glucosamina, galactosa. 

 
5.8 Aceptores de electrones 
 
 Los aceptores de electrones con los que presentó buen crecimiento bacteriano 

fueron: azufre elemental (S0), sulfato (SO4
=), nitrito (NO2

-) y tiosulfato (Na2 S2 O3 

*5H2O). Los aceptores de electrones que presentaron la mayor producción de 

H2S fueron: azufre elemental, nitrito y tiosulfato. En nitrato (NO3
-) y en sulfito 

(SO3
-2), no se presentó crecimiento bacteriano ni tampoco la producción de 

sulfuro de hidrógeno.  

65 
 



Las Figuras 24 y 25, muestran el comportamiento  que tuvo la cepa 1  en los 

diferentes aceptores de electrones. 

 

 
Figura 24: Respuesta de crecimiento bacteriano a diferentes aceptores de electrones 

 

Las bacterias facultativas reductoras del azufre como las bacterias sulfato 

reductoras, utilizan el azufre elemental como un sustrato respiratorio en 

ausencia de otros posibles aceptores de electrones como el nitrato, sulfato, 

sulfito o tiosulfato.  

 

Algunas cepas de los géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium usan el azufre 

elemental como un aceptor de electrones alternativo debido a la presencia del 

citocromo c3, que posee la actividad azufre reductasa (Fauque & Olliver, 2004). 
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Figura 25: Respuesta de producción de H2S a diferentes aceptores de electrones 

 

La reducción desasimilatoria del nitrato o nitrito a aminoácido (proceso también 

conocido como amonificación) puede funcionar como único proceso de 

conservación de energía en algunas BSR (Fauque & Olliver, 2004). 

 

Seyfried et al., (2002), encontró que Caloramator viterbensis, esta bacteria 

utiliza azufre elemental, nitrato y sulfato en presencia de glicerol. 

  

Posada et al., (2004), reporta de un manantial termo mineral en Colombia, se 

aislaron 8 cepas de bacterias anaerobias, las cuales no utilizaron como aceptor 

final de electrones hierro férrico, azufre elemental y sulfato, usando solo 

tiosulfato. 
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5.9 Tolerancia al Oxígeno 
 
La cepa 1 resultó no tolerante al oxígeno por lo que no se la clasifica  como 

facultativa sino como anaerobia estricta. 

 

Las bacterias sulfato reductoras han sido consideradas estrictamente 

anaerobias, pero se ha demostrado que algunas de ellas pueden tolerar la 

presencia de trazas de oxígeno molecular. Sin embargo, usualmente las BSR 

no crecen con el dioxígeno como un aceptor de electrones (Fauque & Olliver, 

2004). 

 

Stubner et al., (2000) Desulfotomaculum que fue detectada y purificada de un 

suelo inundado en un cultivo de arroz, la cual es incapaz de crecer bajo 

condiciones de anaerobias.  

 

Oude et al., (1995), reporta que aisló las bacterias Desulforhabdus amnigenus  

que son bacterias sulfato reductoras anaerobias estrictas. 

  

5.10 Esporulación 
 
Es la capacidad de producir una forma de resistencia como es la espora, da una 

gran ventaja ecológica en un medio como es el suelo donde pueden variar las 

cifras de humedad y de temperatura entre rangos muy variables. Allí las, formas 

esporuladas durmientes pueden permanecer durante mucho tiempo, incluso 

millones de años, hasta que las condiciones sean favorables y puedan germinar 

de nuevo (Brock, 2004). 

 

La cepa 1 presentó esporulación sus esporas son ovaladas, bajo las 

condiciones experimentales empleadas en este trabajo de investigación.  
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Brisbarre et al., (2003), y sus colaboradores aislaron Clostridium caminithermale 

sp. la formación de esporas fue inducida en presencia de oxígeno y vitaminas, 

sus esporas son ovaladas. 

 

Según (Fauque & Olliver, 2004), la bacterias del género Desulfotomaculum son 

formadoras de esporas. 

 

Bacillus y Clostridium están dentro de las bacterias sulfato reductoras 

esporoformadoras Gram positivas. A este grupo pertenecen los géneros 

Desulfotomaculum, Desulfosporosinus y Thermoacetogenium (Castro et al., 

2000; Mori et al., 2003). 

 

Plugge et al., (2000),reporta que las especies del genero Clostridium se 

agrupan dentro de las  Gram positivas, anaerobias y formadoras de esporas.  

 

 

 

 



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
6.1 CONCLUSIONES 
 

 De los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo de 

investigación se concluye que  en el suelo inundado en un cultivo de 

arroz existen bacterias sulfato reductoras de la que se aisló y se purifico 

una cepa. 

 

 La secuenciación parcial del gen 16S rRNA de la cepa aislada 

correspondió a Clostridium scindens, con 87 % de similitud. 

 

 Este trabajo de investigación permite aumentar el conocimiento de la 

diversidad microbiana de las bacterias sulfato reductoras en los suelos 

inundados con agua de riego en un cultivo de arroz.  

 

 Se determinaron los parámetros óptimos de crecimiento y se obtuvo 

como resultado que la cepa uno crece óptimamente a condiciones de 

55°C de temperatura, 0 g/L de NaCl y un valor de PH de 7. Es decir que 

la cepa uno es moderadamente termófila y requiere de valores de pH 

cercanos a neutro para su crecimiento óptimo. Además es capaz de usar 

como aceptores de electrones a S°, S04
=, Na2S2O3

. 5H2O y también NO2
-

. 
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6.2 RECOMENDACIONES 
 

 Realizar la secuenciación completa del gen 16S rRNA y la cuantificación 

del porcentaje de Guanina y Citosina para complementar la información. 

 

 Realizar en el estudio morfológico con microscopio electrónico con el fin 

de identificar estructuras celulares más a detalle. 

 
 Ampliar el estudio a otras zonas de México con características similares 

al del suelo inundado con condiciones  anaerobias, para encontrar otras 

especies de bacterias sulfato reductoras. 

 

 Evaluar en futuros estudios las posibles aplicaciones y usos en 

biotecnología. 
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ANEXO 1 
La curva tipo o estándar  se cálculo de la siguiente manera para determinar la 

cantidad de sulfuros en mM/L. 

Fórmula  
C1*V1=C2*V2 

 
C1= Concentración 1 en (mM/L) 
C2= Concentración 2 en (mM/L)  
V1= Volumen 1 en (mL) 
V1= Volumen 2 en (mL) 
Datos 
C2=50  mM/L de Na2 S*9H2O 
C1= de 0 a 20 Mm/L 
V1=10 ml de H2O destilada 
C1 
(mM/L) 

V1 
(mL) 

C2 
(mM/L) 

V2 
(mL) Volumen real (mL) Agua destilada (mL)

Solución madre de Na2 S*9H2O 
(mL) 

0 10 50 0 10 5 0 

1 10 50 0.2 9.8 4.9 0.1 

2 10 50 0.4 9.6 4.8 0.2 

3 10 50 0.6 9.4 4.7 0.3 

4 10 50 0.8 9.2 4.6 0.4 

5 10 50 1 9 4.5 0.5 

6 10 50 1.2 8.8 4.4 0.6 

7 10 50 1.4 8.6 4.3 0.7 

8 10 50 1.6 8.4 4.2 0.8 

9 10 50 1.8 8.2 4.1 0.9 

10 10 50 2 8 4 1 

11 10 50 2.2 7.8 3.9 1.1 

12 10 50 2.4 7.6 3.8 1.2 

13 10 50 2.6 7.4 3.7 1.3 

14 10 50 2.8 7.2 3.6 1.4 

15 10 50 3 7 3.5 1.5 

16 10 50 3.2 6.8 3.4 1.6 

17 10 50 3.4 6.6 3.3 1.7 

18 10 50 3.6 6.4 3.2 1.8 

19 10 50 3.8 6.2 3.1 1.9 

20 10 50 4 6 3 2 
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Datos para graficar la curva tipo o estándar: 

Concentración de H2S (mM/L)  Absorbancia (480 nm) 

1  0.23 
2  0.296 
3  0.368 
4  0.432 
5  0.497 
6  0.551 
7  0.6 
8  0.65 
9  0.7 
10  0.75 

 

GRÁFICA DE LA CURVA TIPO O ESTÁNDAR 
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