MICROBEROGIA O AMBENTES ESPECIALES EN H
SISTEMA HIDROTERMAL DEL VOLUAN NEVADO DEL RUE

CARLOS ARTURD GRANADA TORRES

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES

FACULTAD DE BACTERICLOGIA Y LASORATORIO CLBCO
MANIZALES

1995




MICROBIOLOGIA DE AMBIENTES ESPECIALES EN EL

SISTEMA HIDROTERMAL DEL VOLCAN NEVADO DEL RUIZ

CARLOS ARTURO GRANADA TORRES

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES
FACULTAD DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
MANIZALES

1994




NOTA DE ACEPTACION

Presidente

Jurado

Jurado

Jurado

MANIZALES, NOVIEMBRE, 1994




DEDICATORIA

El presente Trabajo de Grado lo dedico y agradezco a Dios

por la fortaleza que me brindd a través de mi carrera.

A mis padres por confiar en mi. Sin ellos no hubiese

logrado los triunfos que hoy obtengo.

A todos aquellos que existen en mi afecto: familiares y

amigos.

Mas alld del tiempo, el dolor y la alegria. Por los

motivos que ellos conocen.



AGRADECIMIENTOS

El autor expresa sus agradecimientos a:

Observatorio Vulcanoldgico Nacional. Ingeominas.
Manizales.

César Augusto Carvajal. Gedlogo Director Observatorio
Vulcanolédgico Nacional. Ingeominas.

Ricardo Méndez. Gedlogo. Jefe de Vulcanologia y
sismologia. Observatorio Vulcanolégico Nacional.
"Ingeominas"

Claudia Alfaro V. Quimica. Observatorioc Vulcanolégico.
Nacional. Ingeominas.

Luis Evelio Aguirre. Técnico. Observatorio
Vulcanolédgico Nacional. "Ingeominas"

Universidad Catdlica de Manizales. Facultad de
Bacteriologia.

Martha Eva Buritica de Monsalve: Bacteridloga vy
Laboratorista Clinica. Magistra en Desarrollo
Educativo y Social. Asesora Metodolégica. Facultad de

Bacteriologia. Universidad Catélica de Manizales.



Jorge Enrigue Pérez. Bacteriologo y Laboratorista
Clinico. Especialista en Inmunologia. Docente

Universidad Catdlica de Manizales.

Jairo Londofo Arango. Médico y Cirujano. Docente
Universidad Catdlica de Manizales.

Alvaro Mauricio Flérez. Bacteridlogo y Laboratorista
Clinico. Docente Universidad Autdnoma. Facultad de
Odontologia. A.
Martha Gallego de Garcia. Bacteridloga y Laboratorista
Clinica Magistra en Desarrollo Educativo y Social. Decana
de la Facultad de Bacteriologia de 1la Universidad
Catdlica de Manizales.

Maria Teresa Salgado. Bacteridloga y Laboratorista
Clinica. Especialista en Microbiologia de Alimentos.
Docente Universidad Catdlica. Facultad de Nutricidn y
Dietética.

Hermana Mabel Jaramillo Restrepo. Rectora Universidad

Catdélica de Manizales.

Beatriz Giraldo O0Ospina. Jefe Central de Materiales
Magistra en Microbiologia Docente en Inmunologia
Universidad Catdlica de Manizales.

Aldemar Giraldo Hoyos. Médico Veterinario Departamento de
Idiomas Universidad Catdlica.

Henry Toro Lopez. Ingeniero Agronomo Facultad de

Agronomia Universidad de Caldas.



Guillermo Arias Ostos. Ingeniero Quimico Docente

Bicestadistica Universidad Catélica de Manizales.

uNIvERSILAD g,
W Vligy

BIDLIDTECA
Bay et




TABLA DE CONTENIDO

Pag.

INTRODUCCION 1

L. 1. EL PROBLEMA 4

| 1.1 DESCRIPCION DEL AREA PROBLEMATICA 4

1.2 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO b

1.3 ANTECEDENTES &6

2. MARCO CONCEPTUAL 12

2.1 OBJETIVOS 12

2.1.1 ﬁbjetivn General 12

2.1.2 Objetivo especifico 12

2.2 MARCO TEORICO 12

2.2.1 Sistema Hidrotermal del Ruiz 12

2.2.1.1. Macizo Volcénico del Ruiz. 12

2.2.1.2 Generalidades del Complejo Ruiz Tolima 13

2.2.1.3 Aguas Termales 15
2.2.1.3.1 Clasificacion de los diferentes

tipos de Agua Termal 16

2.2.1.3.1.1 Aguas alcalino-cloradas. 146




2.2.1.3.1.2 Aguas bicarbonato-sul fatadas.
2.2.1.3.1.3 Aguas &cido-sulfato-cloradas
2.2.1.3.1.4 Aguas acido-sulfatadas.

2.2.1.3.2 Fuentes de interés para el estudio
de microorganismos:

2.2,1.3.2.1 Zona Termal Botero Londofo
2:2:1.3.2.2 Fuente Termal Hotel Termales.

e g R S W e Fuente Termal Aguas calientes
2.2.2 Caracteristicas de ambientes especiales
2.2.2.1 Temperatura

2.2.2.1.1 Clasificacidn.

2.2.2.1.1.1 Psicrofilos

2.2.2.1.1.2 Mesofilos

2.2.2.1.1.3 Terméfilos

Lidr 2l Acidez y pH

2.2.2.3 Actividad del agua.

2.2.2.48 Presién

2.2.2.5 O0Oxigeno

2.2.6.1 Autdtrofos

2.2.2.6.2 Heterétrofos

2.2.3 Flora microbiana de ambientes especiales

2.2.4 Vida microbiana en ambientes de alta
temperatura

2.2.5 Organizacidn estructural de los
microorganismos terméfilos

2.2.5.1 Proteinas y Acidos Nucleicos

2.2.6 Flora microbiana de ambientes
especiales

16
17

17

17
18
18
19
19
20
20
20
20
21
21
22
23
24
26
26

26

29

32

34

36



2.2.6.1 Generalidades

2.2.6.2 Cianobacterias

2.2.6.2.1 Caracteristicas generales
2.2.6.2.2 Clasificacién de las Cianobacterias
2.2.6.2.3 Morfologia

2.2.6.3 Algas

2.2.6.3.1 Caracteristicas generaleé
2.2.6.3.2 Clasificaciéon de las Algas
2.2.6.3.3 Morfologia

2.2.6.3.4 Motilidad

2.2.6.3.5 Estructura de la pared celular
2.2.6.3.6 Algas verdes (Clorofita)
2.2.6.3.7 Diatomeas

2.2.6.4 Arqueobacterias

2.2.6.4.1 Arqueocbacterias extremadamente
Termafilas

2.2.6.4.1.1 Temperatura y limites de la
existencia microbiana

2.2.6.95 Sulfulobus.

2.2.6.5.2 Caracteristicas morfofisioclogicas
2.2.6.5.3 Distribucidn

2.2.6.5.4 Simbiosis

2.2.6.5.5 Estructura bacteriana.
2.2.6.5.5.1 Membrana Celular

2.2.6.5.6 Versatilidad metabdlica

2.2.6.5.7 Oxidacién Litotréfica del Hierro

2.2.6.5.8 Fotomicrografia

36
37
37
38
38
38
38
39
39
40
40
a1
41

42
45

48
49
50
50
50
51
51
51
53
53

UNIVAS G
gw- ‘pr‘
T

BiBLIDTECA
o




2.2.6.5.9 Micrografia Electrdnica

2.2.6.5.10 Conversidn Microbiana del Elemento
Azufre en el medio

2.2.6.6 Microbiologia
2.2.6.6.1 Aislamiento y cultivo
2.2.6.6.2 Rango de temperatura y PH

2.2.7 Participacidn microbiana en el ciclo
global del azufre.

2.2.8 E1 microorganismo térmofilo y sus
aplicaciones industriales

2.2.1 Generalidades

2.2.8.2 Lixiviacidn

2.3 VARIABLES

2.3.1 Temperatura

3. METODOLOGIA

3.1 POBLACION

3.2 MUESTRA

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 Material de Vidrio

3.2.2 DOtros materiales

3.3.3 Equipos.

3.3.4 Reactivos

3.4 METODOLOGIA- PROCEDIMIENTO
3.4.1 Preparacion de los medios de cultivo
3.4.1.1 Medio de enriguecimiento
3.4.1.2 Medio Selectivo

3.4.2 Preparacién de la solucidén reactiva para
la técnica de fluorescencia

53

54
55
55

55

56

60
&0
65
b6
&&6
&8

&8

69
&9
69
70
70
71
71
71

72

73



3.4.2.1 Clasificacién y precauciones
3.4.2.2 Colorante Naranja de Acridina

3.4.2.3 Solucién Isotdnica de Cloruro de
Sodio (Na)

3.4.3 Descripcidn de la técnica

3.4.4 Procedimiento para la toma de muestras
3.4.5 Muestreo

3.4.5.1 Zona Termal Botero Londoro
3.4.5.2 Fuente Termal Hoteles Termales
3.4.5.3 Fuente Termal Aguas Calientes
3.4.6 Inoculacion

3.4.6.1 Fuente Termal Aguas Calientes
3.4.6.2 Fuente Termal Hotel Termales
3.4.6.3 iona Termal Botero Londoro
3.4.7 Incubacidn

4. RECURSOS

4.1 RECURSOS HUMANOS

4.1.1 Investigador

4.1.2 Asesores

4.1.3 Asesor Metodoldgico

4.2 RECURSOS FISICOS

4.1.2 Planta fisica

4.1.2 Transporte

4.3 RECURSOS FINANCIEROS

5. RESULTADOS

5.1 ANALISIS DE RESULTADOS

73

74

75
75
76
76
77
77
77
78
79
79
80
80
82
82
82
82
82
83
83
83
83
84

84

LAY
‘w'u d“’ u"ﬂ..

BIBLIOTECA
Mzt




+

5.1.1 Fuente Termal Hotel Termales
B.1.2 #utnt. Termal Aguas calientes
4.1.3 Fuente Termal Botero Londofo
CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

CITAS BIBLIOGRAFICAS

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

84

8&

92

95

Y



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. An&lisis quimico de aguas termales de interés
microbioldgico.

Tabla 2. Temperatura de crecimiento de algunas especies
termdfilas de microorganismos.

Tabla 3. Limites inferiores de pH para el crecimiento de
diferentes grupos de organismos.

Tabla 4. Limites de temperaturas superiores para el
desarrollo de organismos vivos.

Tabla 5. Propiedades de arqueocbacterias extremadamente
terméfilas.

6. Generacidn de energia de las arqueobacterias
extremadamente terméfilas.

7. Composicidn gquimica Zona-termal Botero Londofo.
8. Composicidén quimica fuente termal Hotel Termales

9. Composicidn quimica fuente termal Aguas
Calientes

b, UNIYERSLag Ci;
Yy
BiRLIoTERA

Mz



Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

2-
3.

5,

LISTA DE FIGURAS

Fotografia: Zona Termal Botero Londofo
Fotografia: Fuente Termal Hotel Termales
Fotografia: Fuente Termal Aguas Calientes.

Mapa: La ubicacidn de las fuentes de muestreo
microbioldgico.

Composicidn entre la estructura de una
membrana celular convencional y la de una
arqueobacteria.

Esquema de evolucidn propuesto por N.C. Moese

Ciclo del azufre

Micrografia de fluorescencia Muestra Fuente
Termal Hotel Termales.

Micrografia de fluorescencia Muestra Fuente
Termal Aguas Calientes.



Se realizd un estudio microbioldgico en tres (3) fuentes
hidrotermales pertenecientes al sistema hidrotermal del
Ruiz. Estas fuentes presentan caracteristicas diferentes

de acuerdo con su composicioén quimica, pH y temperatura.

Las fuentes de Botero Londofo, Hotel Termales vy Aguas
Calientes fueron seleccionadas con el fin de aislar
mediante medios de cultivo especiales y técnicas de

fluorescencia bacterias terméfilas del género sulfulobus. '

'En las dos (2) altimas fuentes mencionadas se determind
la existencia de bacterias del género sulfulobos a
temperaturas entre 57 y 75°C; en la fuente Termal Botero
Londofo =1 encontraron microorganismos terméfilos
diferentes del género sulfulobus, puesto que no tomaron
la coloracidn de fluorescencia especifica para estos, ni
se desarrollaron en los medios de cultivo especiales para

el aislamiento de este género de bacterias.
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INTRODUCCION

El que la vida tal como la concebimos sea exclusiva del

planeta tierra sigue siendo una pregunta sin respuesta.

Entre todos los seres vivos, los microorganismos son los
que mas facultades adaptativas tienen a los diferentes
medios cambiantes, incluyendo aquellos tan adversos qgue
ni los organismos pluricelulares superiores, ni el mismo
hombre podria sobrevivir. La mayoria de las funciones que
desarrollan estos microorganismos son esenciales para la
vida, de manera que sin ellos el mantenimiento de ésta en

el planeta seria imposible. (1)

La iniciativa de realizar un estudio sobre
microorganismos que por sus caracteristicas se consideran
de ambientes especiales, surge del cuestionamiento por
saber qué formas de vida se encuentran en ambientes que

&gparcntemente dan la impresion de ser inhdspitos.

b
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Uno de los temas cientificos mas apasionantes de los
tltimos tiempos es, tal vez, el que plantea la existencia

de alguna forma de vida en el Planeta Marte.

Investigaciones realizadas en los valles frios de la
Antartida han reyelado la existencia de microorganismos
en forma de wun recubrimiento de algas gue viven a unos
cinco centimetros por debajo de la superficie de un lago
congelado soportando asi temperaturas de hasta &60°C bajo
cero y vientos de mas de &0 Km. por hora alli, en el
ambiente mé&s hostil donde la vida no deberia existir,
esta se adapta a cada roca suelta. (2). Condiciones
clima&ticas como las de 1la Antartida, en donde se
registran las temperaturas mds bajas de la tierra, son
similares a las del Planeta Marte por lo que es posible
encontrar huellas de vida andlogas en este planeta a las
gue se han descubierto recientemente en las condiciones

mas extremas que se dan en la tierra.

cDe queé multiples vy caprichosas formas podria la vida
manifestarse en otros lugares del cosmos? un virus seria
suficiente, vibraria la biologia del provincialismo, nos

mostraria que mas es posible. (3)

Microorganismos termofilos aislados de diferentes

habitats naturales, como fosas submarinas y manantiales
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lientes han aportado valiosos elementos al desarrollo
de ciencias como la Biologia Molecular, la Biotecnologia
inclusive el esclarecimiento acerca 'de las primeras
formas de wvida primitiva que poblaron 1la tierra. El
resente estudio pretende contribuir al desarrollo
tifico, en un mundo microbiano aun sin descubrir en
totalidad, y, de otra parte, fomentar el espiritu

novador para asi alcanzar la total comprensidn de

uestro entorno.



1. EL PROBLEMA

- 1.1 DESCRIPCIDN DEL AREA PROBLEMATICA

Parque Natural Nacional 1los Nevados (PNNN): La Ley
segunda de 1955 reservd los nevados de Colombia y sus
alrededores como Parques Naturales Nacionales; en marzo
de 1957 el Inderena fijé los linderos del Parque Nacional
latural los Nevados, por acuerdo numero 15, aprobado por
resolucion ejecutiva numero 148 del 30 de Abril de 1979,

ranado de la presidencia de la Republica.

Pargue Nacional Natural los Nevados abarca
aproximadamente una superficie de 54000 hectédreas y se
ncuentra en jurisdiccién de los departamentos de
uindio, Tolima, Risaralda y Caldas; en esta regidn es
psible encontrar alturas que van desde los 2600 hasta
5300 m. sobre el nivel del mar; el territorio de este
‘que esta asentado sobre cenizas volcanicas y en

erminadas partes es fa&cil apreciar claramente suelos



- |
féosiles y capas de lava, vestigios de anteriores y

sucesivas erupciones.

El paisaje que enmarca esta zona es nevado y montafoso,
con una gran riqueza hidrografica y reservas de flora vy
fauna. E1 Pargue Nacional Natural los Nevados (PNNN)
abarca un gran macizo de nevados y volcanes. Sobre las
faldas de la Cordillera Central, la presencia de
fumarolas (escapes de gases volcénicos), al igual que
numerosas fuentes termales, han sido la evidencia de la

actividad volcénica desarrollada en esta zona.

En el Parque Nacional Natural los Nevados se destacan
seis sitios geograficos y geoldgicos que son: los Nevados
del Ruiz, del Cisne, de Santa Isabel, Quindio, Tolima y
el Paramillo de Santa Rosa de Cabal, de los cuales el
Ruiz, Santa Isabel y.Tolima. permanecen con nieve todo el

aro, lo que los cataloga como glaciares de montara.(4).

- Dentro de esta extensa y caracteristica regidon se
encuentra el sistema hidrotermal del Macizo Volcénico del
Ruiz en el cual se han identificado al menos 1l& zonas

ermales.

Estas fuentes presentan diferentes caracteristicas de

‘acuerdo con su composicién quimica, pH, y temperatura.(5)

3
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1.2 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Desde hace varios afos el Observatorio Vulcanoldégico de
Colombia (INGEOMINAS) adelanta estudios geoquimicos vy
fisicoquimicos de las fuentes hidrotermales del Nevado
~del Ruiz con el fin de relacionarlas con la actividad

volcanica.

Actualmente no se conocen estudios que permitan describir

Y determinar la biologia ¥ especificamente la

microbiologia de estos ambientes especiales.

Por lo tanto, el siguiente estudio se considera como un
proyecto innovador que pretendid definir conceptos sobre
los microambientes y la simbiosis microbiana, propia de

la actividad volcénica del Nevado del Ruiz, relacionadas

con las fuentes hidrotermales.

sistema hidrotermal del Ruiz surge a partir del
impacto que desatod entre 1la opinién pablica y la
comunidad cientifica, la activacién y posterior erupcion

del crater Arenas del Volcan Nevado del Ruiz.
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Esto motivé a los estudiantes Sandra Marin Escobar y
Carlos Arturo Granada Torres de la Facultad de
Bacteriologia (Entre los que se dasfacﬁ el estudiante
Carlos Arturo Granada Torres, gestor de la propuesta de
investigacidn y del patrocinio por parte del Observatorio
Vulcanoldgico de Colombia Ingeominas) a investigar queé

tipo de microorganismos podrian encontrarse alli.

Inicialmente el interés de los estudiantes anteriormente
mencionados se centrd en las diferentes formas de vida
que alli se podrian encontrar, asi como las
transformaciones quimicas en qgue intervienen estos
microorganismos, la distribucidn vy los medios que

bitan.

Para la realizacidn de este trabajo de investigacidn
inicialmente se buscd el patrocinio del Observatorio
Vulcanolégico de Colombia (INGEOMINAS), sede Manizales,
nstitucidn a la cual se presentd la propuesta con el fin
de buscar wun patrocinio que cubriera los costos de
ansporte hasta los diferentes sitios escogidos para el

muestreo en el Parque Natural Nacional Los Nevados.
ste patrocinio fue aprobado por esta institucidn.

un principio la propuesta del estudioc abarcaba el



reconocimiento de la flora microbiana en el Parque
Natural Nacional los Nevados, bajo el nombre de:
Microbiologia de ambientes especiales en el Parque
Natural Nacional los Nevados. El estudio hacia éenfasis en
la descripcién vy el reconocimiento de 1la microbiologia
del Parque los Nevados, asi como también la posibilidad
de usir estos microorganimos a nivel industrial. Es de
destacar, gque este trabajo fue realizado en ese entonces
y los resultados fueron presentados a la par con otros
trabajos de investigacién el Dia del Bacteridlogo. Esta
exposicidn anual se realiza en la Universidad Catolica
con el fin de conmemorar el dia del Bacteridlogo y, a la
vez, seleccionar los mejores trabajos de investigacién

para ser sustentados.

El trabajo "Microbioclogia de Ambientes Especiales en el
‘Parque Natural Nacional Los Nevados" recibid el primer
en la premiacién a lds mejores trabajos expuestos
Dia del Bacteridlogo y recibid una mencidn de honor al
investigativo, al estudiante Carlos Arturo Granada
autor del proyecto. Esta distincidn motivd a
sntar el proyecto como Trabajo de Grado, para lo cual
elabord un anteproyecto el cual fue presentado al
ucleo de Investigaciones de la Facultad de
acteriologia. E1 anteproyecto fue aprobado y en el se

gquirié, por parte del Nicleo de Investigaciones, la
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cisidon, por parte de los autores, acerca de los
bjetivos presentados ya que eran muy extensos y no eran

lo suficientemente claros.

ﬁllndo como base esta sugerencia se decidid concretar la
nvestigacidén, tomando solo una parte de la diversa y
flora microbiana como objeto de estudio: los
ermbdfilos. Fue asi como se precisaron objetivos y al
royecto de le denomind Microbiologia de Ambientes
en el Sistema Hidrotermal del Volcan Nevado
Ruiz. En esta etapa de trabajo entré a formar parte
del Proyecto el estudiante James Rodol fo GQuebrada Lozanoj;
5 de destacar que antes del ingreso de este estudiante,
proyecto ya habia representado a la Universidad en
iiferentes Congresos vy Eventos a nivel Regional vy
icional, tales como:
- Dia del Bacteridlogo.

icultad de Bacteriologia. Universidad Catdlica de

izales. Abril de 1989
Dia del Bacteridlogo. Facultad de Bacteriologia.
ersidad Catdlica de Manizales. Abril de 1990
)ia del Cientifico. Universidad Catélica de Manizales.
itiembre 1992

ercer Congreso Nacional de Ciencias Bioldégicas vy

nes. Universidad del Magdalena. 23 - 27 de Agosto,
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Ad.mé;, habia sido galardonado con la Mencidn de Honor al
Mérito Investigativo por la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Catélica de Manizales el Dia del

Bacteridlogo, Abril de 1989.

Este trabajo tiene como propésito la investigacién
microbiana en varias fuentes termales seleccionadas, las
cuales pertenecen al sistema hidrotermal del Ruiz. Las
fuentes encargadas tienen caracteristicas de pH Yy
temperatura determinadas, esto hace que se constituyan en
ambientes especiales, para la sobrevida de los

microorganimos que alli se pudieran encontrar.

La realizacién del estudio se basa en una serie de
salidas de campo a las fuentes termales de interés, las
cuales fueron determinadas por el Observatorio
Vulcanolédgico de Colombia (INGEOMINAS) que tuvieron por
objeto el muestreo y la determinacién de 1la flora

microbiana existente en estos ambientes especiales.

1= estudios realizados en diferentes habitats
termales a nivel mundial han demostrado la existencia
una variedad de géneros microbianos que habitan en

stos ambientes.

tas fuentes hidrotermales'tienen composiciones quimicas
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y caracteristicas similares a las fuentes hidrotermales
- del Ruiz, asociadas también con la actividad volcanicaj
por tanto, es de suponer la existencia de flora
microbiana en estas fuentes con caracteristicas similares
a las descritas por otros autores en investigaciones

realizadas en ambientes termales.



2. MARCO CONCEPTUAL

2.1 OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo General
Determinar la flora microbiana presente en las fuentes

hidrotermales del volcan Nevado del Ruiz.

2.1.2 Objetivo especifico
Aislar mediante medios de cultivo especiales y técnicas
fluorescencia bacterias del género sulfulobus en las

tes seleccionadas.

2.1 Sistema Hidrotermal del Ruiz

i;@kl. Macizo Volcanico del Ruiz: este Macizo se
e tra constituido por un eje de aparatos volcanicos
constituyen parte de la Cordillera Central de
mbia. E1 complejo volcanico incluye los picos: Cerro
(4.000 m s.n.m.); Domos del Alto del Plato, Alto de

tana ¥ Alto de la Laguna (con una altura maxima de
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3950 m.s.n.m); Nevado del Ruiz (5.311 m.s.n.m); Morro
Negro y Nevado del Cisne (4.700 m.s.n.m); Nevado de Santa
Isabel (5.100 m.s.n.m); Cerro Espafra (4.550 m.s.q.m);
Nevado del Quindio (5110 m.s.n.m); Nevado del Tolima

(5215 m.s.n.m); Volcan Machin (2.700 m.s.n.m).

La ubicacidn geografica esta definida por un rectangulo
de 72 km. de largo en direccién N-S y 27.5 km. de ancho
en direccién E-W, con las siguientes Coordenadas: Al
Norte 5° B’ de latitud Norte, al Oriente 75° 15° de
longitud Oeste, al Sur 4°28° de latitud Norte y al
Occidente 75° 30° de longitud Oeste, cubriendo un area

total de 1980 Km=.

los alrededores del macizo volcéanico brotan
nanifestaciones termales superficiales en forma de
antiales, fumarolas, suelos calientes, y emanaciones

. vapor.

‘pliticamente el Macizo pertenece a los Departamentos de

uindio, Risaralda, Tolima y Caldas (&)

.2.1.2 Generalidades del Complejo Ruiz Tolima: el
lcan Nevado del Ruiz es un estrato Volcan andecitico
g se encuentra localizado a 150 Km al Noreste de Bogota

ombia) v ha estado activo desde noviembre de 1984;
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forma parte de uno de los siete (7) volcanes que
conforman el complejo volcénico Ruiz - Tolima. Los otros
Nevados son:

El Cisne, Nevado de Santa Isabel, Nevado ‘dnl Quindio, E1

Paramo de Santa Rosa, Nevado del Tolima y Cerro Bravo.

El complejo Ruiz - Tolima es dominado por el Nevado del

Ruiz, con una elevacidn maxima de 5.400 m.s.n.m.

La corteza terrestre en esta parte del mundo ha sufrido
‘un intensivo plegamiento; intrusiones magmaticas y
volcanismo, durante varios periodos orogénicos, se han

constituido en una muy compleja historia'eruptiva.

cadena volcanica de los Andes es parte de un arco

tinental causado por 1la convergencia de las placas de

Nasca y Suramérica.

ste volcan tiene un extenso sistema Aidrotermalg los
tros superficiales Hidrotermales cubren una area

jrande y fuentes termales con alto contenido de sulfato y

loruroc se encuentran hasta los 12 km, desde la cima del

. actividad volcénica del Ruiz es acompafdada por grandes

isiones de biédxido de azufre (50z), las cuales exceden

i tl lap 3
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algunas veces 104 toneladas de S50z por dia.

2.2.1.3 Aguas Termales: la fuente de agua termal es una
manifestacién superficial de la interaccidn de agua (agua
metedrica) y tabla de agua con otros materiales a

profundidad (placas tecténicas y cuerpos magmaticos).

El estudio y comprensién de los procesos en los sistemas
hidrogeoldgicos es importante, ya que el agua constituye
un valioso recurso natural en el caso de los sistemas
hidrotermales asociados con Volcanes; su importancia
radica en la posibilidad de usar los fluidos en la

generacion de electricidad o calor.

Estos sistemas Hidrotermales son ambientes geolégicos
fprimarios para el transporte y el deposito de muchos

tipos de minerales y son muy importantes en el

debilitamiento mecé&nico y quimico de las rocas.

Los datos de la quimica de fluidos naturales en los
hidrotermales pueden aportar informacian
nvaluable acerca de las propiedades fisicas y quimicas
el sistema, tales como: vias de flujo, interacciones

\tre diferentes fluidos e interaccién fluido - roca.
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2.2.1.3.1 Clasificaciétn de los diferentes tipos de Agua
Termal: Sturchio et.al.(1988), clasificd las diferentes
descargas hidrotermales en 4 grupos de acuerde con la

composicidn de las aguas.

2.,2:1.3.1.1 Aguas alcalino—cloradas: estas aguas
descargan desde dos grupos de fuentes en ebullicidn y
varias fuentes tibias en el lado Oeste del Volcan a
elevaciones inferiores a 3000 m. Estas son: Botero

Londofo y La piscina.

12 2.1.3.1.2 Aguas bicarbonato-sulfatadas: éstas
contienen menor cantidad de cloro y cantidades variables
Sulfato. Las fuentes termales de las Nereidas, el
Recodo al Oeste, San Luis y la Caldera al Nornoroeste

NNE) pertenecen a este tipo.

iturchio et al. (1988), han sugerido que estas aguas son
yducidas por dilucidn del vapor de aguas alcalino

ebullicién con agua subterranea cerca a la

- gases descargados por el manantial de este tipo son
en Didxido de Carbono (COz) 4 contienen
porciones variables de Sulfuro de Hidrdgeno. Sturchio

un flujo subsuperficial controlado por falla de
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aguas alcalino cloradas hacia el WNW del volcan.

2.2.1.3.1.3 Aguas Aacido-sulfato—cloradas. Estas aguas
estan en el Norte y Este del volcan, estan representadas
por Termales del Ruiz, Aguas calientes y Aguas blancas vy

tienen un pH inferior a 3.

De acuerdo con Sturchio et al, el origen de estas aguas
es la condensacidn de gases magmaticos a alta
temperaturaj este proceso explicaria la alta
concentraciéon en Sulfatos, Cloruros y Fluoruros en la

mayoria de las aguas &cidas salobres.

2.2.1.3.1.4 Aguas Aacido-sulfatadas: éstas son formadas
or el rio Guali y la Hedionda. Estos manantiales se
forman a grandes elevaciones Yy se encuentran localizados

al lado Norte del Volcan Nevado del Ruiz.

Tienen pH bajo, son aguas mas diluidas que las &acidas
l1fato cloradas vy pueden tener un exceso de

lfato por la oxidacién del Hz cerca de la superficie
p2.1.3.2 Fuentes de interés para el estudio de
icroorganismos: el sistema Hidrotermal del Ruiz esté

formado por unas 42 zonas hidrotermales.

g
e
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10 de estas fuentes se estudian con el fin de la
vigilancia (construccidn de la linea de base) e
investigacidn. De estas fuentes, 3 son de interés para el

estudio microbioldgico propuesto. (B)

Bs2:1.3.2.1 Zona Termal Botero Londofo: esta zona
hidrotermal se encuentra localizada sobre la margen de la
quebrada Las Nereidas, en la Hacienda Botero Londofo.
Esta fuente se caracteriza por tener un pH neutro vy
temperaturas que oscilan entre 37 y 92 grados C, lo que
la hacen interesante para el estudio de los diferentes
biotopos que puedan encontrarse a diferentes
temperaturas; esta zona hidrotermal es de tipo Geyser; se
Jueden apreciar escapes de agua que salen de las rocas a
ran presién vy altas temperaturas; estas aguas en

llicién se van enfriando a medida que se alejan de su

rigen. (figura 1).

‘{§.1.3.2.2 Fuente Termal Hotel Termales: se encuentra
bicada en el Hotel Termales del Ruiz; se caracteriza por
ener un pH entre 1 y 1.7 y temperaturas de 62 grados C.
) bajos valores de pH y la temperatura condicionan un

bitat dificil para la sobrevida de los microorganismos,

. excepciodn de las Arqueobacterias que se han encontrado

| fuentes termales con similares caracteristicas.
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(Figura 2).

2.2.1.3.2.3 Fuente Termal Aguas calientes: justamente
se halla sobre la quebrada de Aguas Calientes. Presenta
condiciones de temperatura y bajo pH, similares a la del
Hotel Termales. El agua brota a unos 62 grados C, de la
‘WQca y se va enfriando a medida que se aleja; el color
verde caracteristico de estas fuentes se debe a los
depésitos de Azufre acumulados en el fondo.(Figura 3)
Flgunas caracteristicas de la composicién quimica del

agua de las fuentes anteriormente nombradas son

presentados en la tabla 1. (Figura 4).

Caracteristicas de ambientes especiales: la gran
versatilidad de los microorganismos ha permitido su
rrollo en diversidad de habitats deficientes vy
ostiles para los organismos superiores. En el caso de
microorganismos resulta particular el hecho de que

condiciédn ambiental pueda ser perjudicial para un

ganismo y benéfica para otro.

ctores como la temperatura, pH, acidez, actividad del
Ja, presiéon, oxigeno y radiacion conforman un medio
yiente determinado en el que viven y se desarrollan los

oorganismos.

BiBLIOTECA

Heygares
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e o 8 AR | Temperatura: cada bacteria tiene una
temperatura édptima, que es aquella en la que mejor crecej;
una temperatura miniha, la mas baja a la que se
desarrolla y una temperatura maxima, la mas alta que

permite su crecimiento.

La temperatura es uno de 1los factores ambientales mas
importantes que influyen en el desarrollo y sobrevida de
los organismos. Cuando aumenta 1la temperatura, las
reacciones quimicas Yy enzimdticas de la célula se hacen
mas rapidas aumentando el metabolismo hasta llegar al

punto en donde las reacciones se inactivan. (Tabla 2).

e 2.2.1.1 Clasificaciédn: dependiendo de los rangos de
F.mperatura en los cuales los microorganismos viven y se
desarrollan, se han propuesto tres grupos.

8

2.2.2.1.1.1 Psicrofilos: estos microorganismos tienen
a temperatura oOptima de crecimiento de 15 °C o menos y
a temperatura minima de crecimiento de O °C o menos.
s organismos que se desarrollan a O °C, pero tienen una
peratura optima de crecimiento entre 25 y 30 °*C se

laman psicréfilos Facultativos.

.2.2.1.1.2 Mesdfilos: los microorganismos Meséfilos se

sarrollan en rangos de temperatura desde los 15 °C
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hasta los 45 °C y un crecimiento dptimo de 37 °C.

Lelsletak=S Termafilos: se consideran Termdfilos los
microorganismos que crecen a temperaturas por encima de

45 o SO0 °C hasta 105 °*C.

A B ] Acidez y pH: la acidez o alcalinidad de wuna
soluciédn se expresa por su pH. La expresién pH representa
el logaritmo negativo de la concentracién del Ion
Hidrégeno. La concentracién del Ion hidrégeno del agua
pura es 10-7 M, y, por consecuencia, el agua pura tiene
un pH de 7.0; aquellos valores de pH que son inferiores a
7.0 son Acidos y los superiores son alcalinos.

La concentracidn de hidrogeniones influye decisivamente
en el crecimiento y reproduccién de los microorganismos.
ﬁBlda organismo tiene un pH d&ptimo de crecimiento
definido; en el caso de las bacterias, el rango de pH
para su desarrollo oscila entre 4 y 9 y muy pocos

organismos pueden crecer a pH menores de 2 ¢ mayores de

excepcion la tonstituyen algunos géneros acidofilos
Thi illus thiooxidans y ferrooxidans que
oportan pH de 1.0. Otro ejemplo lo constituye el género

1lobus; estas bacterias viven en fuentes sulfurosas
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calientes; el rango de pH en el que se desarrollan estos
microorganismos oscila entre 0.9 y 5.8, siendo el pH

optimo de 2 a 3.

Probablemente lo qQue ocurre en los microorganismos
acidéfilos obligados, es que al subir el pH a la
neutralidad la membrana plasmatica se disuelve, esto
quiere decir que las concentraciones altas del ion H+ son
necesarias para lograr la estabilidad de la membrana.
Aunque los microorganismos crecen en rangos de pH muy
amplios, el pH en el interior de la célula debe
contrarse cercano a la neutralidad, ya que existen

chos componentes en el interior de la célula que son
labiles a los Acidos y alcalis. La clorofila, el DNA vy
chas proteinas son destruidas a pH alcalino; el pH
dptimo para las enzimas intracelulares generalmente esta

ilrededor de la neutralidad. (Tabla 3).

2.2.2.3 Actividad del agua: el agua representa entre el
B0Z y el 90% del peso de un microorganismo. Todas las
eacciones quimicas que suceden en los organismos - vivos
requieren un ambiente acuoso. Los requerimientos de agua
2 los microorganismos se éypresan cuantitativamente en
ma de actividad del agua (aW) del medio ambiente. El

del aW del agua es de 1.000; este valor decrece

*Vfo se disuelven solutos en ésta.
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Los microorganismos crecen en medios con valores de aW
entre 0.99 y 0.63. El Halobaterium es un género de
bacterias que requiere iones de Sodio para su
proliferacidn; su crecimiento optimo ocurre en unos
valores de alW inferiores a 0.80; este wvalor es
aproximadamente la saturacidn de una solucion de N;CI. A

estos microorganismos capaces de resistir estas

condiciones se les denomina Haldéfilos.

2.2.2.4 Presidn: la presidn del agua que es ejercida
sobre el fondo de una columna, debido al peso del agua se
denomina presién hidrostatica, a diferencia de la presidn
de la atmosfera de la tierra denominada presion

barométrica.

En  la naturaleza, la presion hidrostatica alta se
encuentra principalmente en las profundidades de los

céanos y hay un aumento de aproximadamente 10 atmésferas
presibﬁ por cada 100 m. de aumento de profundidad la
jarte mas profunda del Océano es la profundidad
lesafiante, en *la Fosa de las Marianas, un area en el
lorte del Océano Pacifico, al Este de las Filipinas, que
ene una profundidad de 10800m, con una correspondiente

resion hidrostatica de cerca de 1100 atm.
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uchos microorganismos aislados del agua marina toleran
iien las presiones hidrotolerantes en diferente grado y
son denominadas Barotolerantes; las bacterias que crecen
jor a presiones atmosféricas mas altas gue las normales

son llamadas Bardfilas; estas bacterias han sido aisladas

de las profundidades de los Océanos.

Oxigeno: el oxigeno, ademas de ser una
istancia vital para los organismos respiratorios, es
capaz de formar una variedad de derivados
toxicos, a un para aquellos organismos que respiran y que

lo necesiten.

aire contiene una concentracién de oxigeno del 20% en
sion. Los microorganismos aerobicos obligados se
ncuentran en entornos aerodbicos y requieren oxigeno
bido a gue no pueden producir la suficiente energia

ara crecer mediante fermentacidn.

.l oxigeno puede resultar tédxico para algunos organismos;
asi como los anaerdbios obligados no emplean el
% igeno y son deteriorados por las minimas

centraciones de este.

bacterias Metanogenas y los Clostridio son ejemplos

microorganismos anaerobios.
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Los organismos llamados Microaerdfilos requieren oxigeno
crecen mejor a presiones inferiores a la normal; este
ejemplo lo constituyen las bacterias productoras de acido

(%)

.2.2.6 Metabolismo: los procesos bioquimicos que
curren en los organismos vivos, asi como: capacidad de
cumular, convertir nutrientes vy energia se denomina
stabolismo. Cada microorganismo tiene un metabolismo
"opio de acuerdo al sustrato que utiliza como fuente de

ergia. (10)

2.6.1 Autédtrofos: son organismos que se nutren a si
s. Del griego auto que significa a uno mismo Yy

Ds gue significa nutricidn.

organismos fabrican sus propios alimentos a partir
materias primas inorganicas y, por tanto, no dependen
a su nutricidon de otros organismos. Algunas bacterias
autotrofas quimiosintéticas, es decir, productoras
ican sus propios compuestos orgénicos mediante la
lacién de sustancias inorganicas simples como el
y el Amoniaco. Estos organismos no requieren luz
nte de energia para la fabricacidn de compuestos

icos a partir de la oxidacidn del diéxido de carbono

a; se denominan autdtrofos fotosintéticos. (11)
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Ejemplos: bacterias purpuras sul furosas, bacterias verdes
sul furosas. Otros autétrofos, denominados litdtrofos,
obtienen su energia de la oxidacién de compuestos
inorgénicos como el azufre elemental (5°), ion Amonio

{(NH3+), hierro ferroso (Fe2+) y el hidrdégeno (H2Z).

2.2.2.6.2 Heterotrofos: son organismos que obtienen su
energia y nutrimentos a partir de moléculas
manufacturadas por otros organismos; estos organismos no
pueden sintetizar su propio alimento a partir de
sustancias inorgénicas, y, por consiguiente, deben vivir
a expensas de los autétrofos o de materia en
descomposicién. Este grupo incluye a todos los animales,
gos, protozoarios y la mayor;a de las bacterias.

‘4;2.3 Flora microbiana de ambientes especiales: muchas
artes del mundo, tales como las regiones geotérmicas,
las polares, las fuentes &cidas, las alcalinas, las fosas
submarinas, las salmueras vy las profundidades oceanicas
.:ngran presién y bajas temperaturas, son poco adecuadas
ara la mayoria de las formas de vida; no obstante se

ncuentran seres que viven adaptados a estos ambientes.

los mas sorprendentes hallazgos de microorganismos
aptados a ambientes extremos se consideran los estudios

ZE_EEQL y MORITA (1959), quienes encontraron bacterias
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vivas a mas de mil metros de profundidad en el sedimento
la fosa de las Filipinas; se encontraron entre 1 x 10%
1 x 10% bacterias por gramo en materia fresca. Algunos
estos microorganismos aislados de las profundidades
ijel mar se desarrollan éptimamente a presiones superiores
. 500 atmésferas y no crecen o lo hacen muy mal a la

presion atmosférica.

LL Y JOHNSON proponen designarlos con el nombre de
larofilos; estos microorganismos encuentran las
ondiciones optimas para su desarrollo a presiones altas

bajas temperaturas (3 - 5 °C).(12)

1 2l Valle Wright Valley en la Antartida se registran
raturas promedio de -20°C, con precipitaciones
acticamente nulas; estos ambientes son muy parecidos a

condiciones climaticas del planeta Marte. (12)

tigaciones realizadas en los valles secos de la
tartida demuestran la existencia de colonias de
roorganismos que se hallan ocultas a un centimetro

oximadamente de la superficie.

gundo tipo de nicho ecoldgico en condiciones

ticas extremas lo constituye el lago Hoare en el

le Taylor en la Antartida; eéste consigue mantener en
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una atmédsfera de -20°C bajo una gruesa capa de hielo, un
agua liguida a 0°, gracias a la energia combinada del sol
y de la energia geotérmica en las aguas de estos lagos;
en este habitat los cientificos descubrieron

microorganismos en forma de un recubrimiento de algas.

Carl Woese ha demostrado, a partir del andalisis
comparativo de la estructura del ARN de los seres vivos,
que la célula primitiva, antepasado de todas las formas
de vida en la tierra, era un Terméfilo, organismo vivo

que utiliza el Azufre como fuente de energia metabolica.

Si se encontraran fésiles en Marte es probable que se
pueda determinar el medio de los seres vivos, a par£ir
del anAlisis geoldgico de las rocas y de los sedimentos
en que vivieron; luego se podré determinar si la vida
original en este planeta era también un Terméfilo que

utilizaba el Azufre (12).

Otro ambiente especial lo constituyen los lagos salados;
la concentracién de sal en algunos de ellos llega a 1la
saturacion. Los microorganismos encontrados pertenecen a
los géneros Halobacterium y Halococcus y estan

clasificados dentro de las Argueobacterias.

La concentraciédn éptima para su crecimiento y desarrollo
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esta entre el 25 y el 30%Z inclusive permanecen vivas en

la sal cristalizada. (13)

En el fondo del mar existen habitats volcanicos
submarinos; aunque estos se encuentran a poca
profundidad, la .presién a unos pocos metros de la
uperficie puede elevar el punto de ebullicién del agua a

temperaturas incluso de 350°C.

'stos ambientes calientes en el fondo del mar existen en
urrias partes alrededor del mundo; muchos de ellos han
ido localizados a 2 y 10 metros de profundidad en la
sta de Vulcano Italia; de estas resurgencias son
mitidas aguas calientes a 103°C y han sido aislados

bacterias extremadamente terméfilas como:

de

Thermococcus, Thermodiscus, Pyrococcus vy

2.4 Vida microbiana en ambientes de alta temperatura:
los medios ambientales extremos, uno de los mas
teresantes de todos es el de las altas temperaturas. La
peratura es uno de los parametros mas importantes de

actividad celular y la evolucidn de los organismos.

de que la temperatura media en la tierra es baja,

ambientes de altas temperaturas se encuentran

——
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- distribuidos por toda la superficie de la tierra; los
géiseres, las resurgencias marinas en el fondoc del mar y
.lus manantiales calientes constituyen habitats térmicos

naturales.

Existen, a la vez, ambientes térmicos artificiales
relacionados con las operaciones industriales de las
:ﬂnprales eléctricas,las industrias alimentarias y otros
_tipos de instalaciones. En estos medios extremos, tanto
naturales como artificiales, se encuentran

microorganismos que se desarrollan en estas condiciones.

Cohn fue el primero en comprender el significado

olégico de la existencia de microorganismos en los

Cohn dedujo que a medida que hay variacién en la

ffferentes, lo cual se aprecia mediante las diferencias

color existentes en los materiales.

Posteriormente, estudios realizados en microorganismos
viven en ambientes de altas temperaturas, concluyeron
gue un incremento de temperatura en un medio ambiente

leterminado ocasiona la desaparicién de grupos
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taxandmicos completos. Los Musgos, algunos Insectos y
Crustéaceos constituyen ejemplos de organismos
pluricelulares que no sobreviven a temperaturas

superiores a 50°C.

Algunos Eucariotes se desarrollan a temperaturas maximo
@ hasta 40°C; es el caso de algunos Protozoarios, Hongos

y Algas.

procariotes pueden adaptarse = sobrevivir a
emperaturas un poco mas altas. Las bacterias
otosintéticas tiemnen un rango de temperatura maxima
ntre 70 y 73°C. Las Eubacterias (bacterias verdaderas)
| s@ encuentran a temperaturas de mas de 90°C; superior
este limite solamente se encuentran especies de
croorganismos capases de desarrollarse y reproducirse
las Arquecbacterias, no siendo muchas de ellas
trictamente Terméfilas y pueden vivir a temperaturas

males.

bacteria mas Termofila fue aislada en 1982 de un
antial caliente submarino por investigadores de la
versidad de Ratisbona en Alemania; a esta bacteria se

enomind Pyrodictium y es capaz de desarrollarse a

F110°C.
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2.2.5 Organizacidn estructural de 1los microorganismos
termo6filos: la explicacién de 1la vida a altas
temperaturas tiene sus bases en la estructura de la
membrana celular. La especial configuracién que posee la
membrana es la que le permite sobrevivir a los
microorganismos en condiciones que la vida para otros

seres vivientes es imposible.

Las membranas de las ceélulas Eucariotes y de las
Eubacterias estan constituidas por una doble capa de
lipidos en las que se insertan proteinas; los lipidos de
estas membranas poseen una parte hidrofoba que tiene poca
afinidad por el agua; esta parte esta dirigida hacia el
centro de la bicapa, mientras que la cabeza hidréfila

estéd orientada hacia el medio exterior acuoso.

Siguiendo este modelo se puede encontrar que las
membranas bioldgicas tienen una consistencia tipo cristal
liquido, que en las moléculas lipidicas pueden

desplazarse lateralmente.

Cuando la bicapa lipidica se calienta, las regiones
hidrofobas se hacen mas moviles y empiezan a separarse
unas de otras, lo que ocasiona el paso de una estructura
altamente ordenada o tipo gel a un estado de mayor

movilidad; es decir, las moléculas se separan
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letamente y la estructura de membrana se desbarata,
ando la salida de todos los componentes celulares

uerte de la celula. (15)

grimetria diferencial de barrido mide cémo varia la
citn de calor en funciédn de la temperatura; durante
transicion gel-fluido se absorbe una cantidad

tivamente grande de calor.

general, los lipidos con acidos grasos de cadenas
o insaturadas, sufren la transiciédn de fase a
raturas ma&s bajas que los lipidos con cadenas largas
ituradas.

cadenas cortas tienen menos area superficial con las
formar interacciones de van der waals entre si. Las
as de acidos grasos insaturados tienen dobleces, lo
hace que adopten wuna distribucidn mas wvariable o

ida y que formen interacciones de VYan Der Waals menos

ables con otros lipidos. (16)

into mas saturado sea el A&cido graso de la membrana,
ito més alta serd su temperatura de fusidon; por esto
una proporcion de acidos grasas saturados mas elevada
las bacterias termdfilas; esto explica por qué los

troorganismos termdfilos obligatorios no pueden crecer
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a temperaturas inferiores a 1los 35-40°C; las funciones
membranales a bajas temperaturas son incompatibles con

una composicidn muy rica en acidos grasos saturados.

Las Arguecbacterias no presentan el modelo de la bicapa
lipidica. Su membrana estd compuesta por una sola capa
lipidica; en los dos extremos se encuentran dos cabezas
hidréfilas unidas entre si de manera covalente por una
parte hidrédfoba. Por lo tanto, la separacién de las colas
hidréfobas no puede producirse en las Arqueobacterias
porque las dos caras de ia membrana estan en puente de
manera covalente; de esta manera se necesitaria una
tension estructural potente para desestabilizar la
organizacidn lipidica de la membrana celular. Por estas
propiedades, la organizacién a nivel membranal tiene una

gran rigidez y estabilidad. (Figura 5)

2.2.5.1 Proteinas vy Acidns Nucleicos: las proteinas y
los 4&cidos nucleicos de los organismos clasicos son
destruidos rapidamente por el calor ya que la estructura
tridimensional de estas macromoléculas estd& controlada
por la formacidn de una red de interacciones de pequenas
energias en el interior de ‘cada molécula; estas uniones
débiles son sensibles a 1los efectos de la temperatura y

pueden romperse si no estan e%tabilizadns correctamente.
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La estabilidad de las proteinas se explica a partir de
una red de interacciones de pequefa energia (enlaces
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals) que estabilizan la
estructura del polipéptido. Estos enlaces débiles son
sensibles al calor y a un incremento en la temperaturaj;
al romper las interacciones (excepto las hidrofobas),
desnaturaliza la proteinas; al perder su conformacion la

proteina pierde también su actividad.

En los organismos termédfilos se producen algunos nuevos
enlaces débiles que no modifican 1la conformacion global

de la molécula.

En el caso de la ferredoxina, la diferencia entre la del
Clostridium tartaricum (que afecta al 50% de su actividad
después de dos horas de incubaciéon a 70°C) y la del
Clostridium thermosaccharolyticum (que conserva el 0% de
su actividad en las mismas condiciones) estd en la
sustitucién de dos aminoacidos: los residuos glutaminas
en las posiciones 31 y 44 son sustituidos por residuos de
4cido glutdmico. Mientras que los residuos Glicina (Gln)
tienen enlaces H con los residuos Lisina (Lis) en
posicién 29 e Histidina (His) en posicidn 2. Los residuos
glutamina (Glu) tienen interacciones electrostaticas con
estos mismos residuos. La sustitucidon de enlaces H por

interacciones electrostaticas es, por si sola, capaz de
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explicar el paso a una clara termofilia.

Referente a la termoestabilidad de los &cidos nucléicos,
el calentamiento de la doble heélice de ADN produce una
separacion progresiva de las dos hebras hasta formar 2
moléculas de una sola hebra de ADN. La doble hélice se
mantiene en su configuracidn gracias a la creacion de
enlaces hidrogenos entre las bases nitrogenadas de cada
hebra. La Adenina y la Timinase emparejan intercambiando
tres enlaces. La estabilizacidn de 1las moléculas de ADN
de los organismos terméfilos se basa en dos estrategias:
EL ADN puede contener mas bases Guanina y Citocina que el
de los organismos convencionales. De este modo se
establecen mas enlaces H entre las dos hebras de la doble
hélice, lo que tiene como consecuencia que la molécula
sea mas estable al calor. El1 emparejamiento puede
estabilizarse mediante sales de metales bivalentes o

bases organicas que desemperan la misma funcidn.

2.2.6 Flora microbiana de ambientes especiales.

2.2.6.1 Generalidades: muchas de las zonas geotermales
naturales constituyen excelentes medios para el estudio
de la ecologia de los microorganismos, siendo de mucho

interés los que presentan un pH bajo.

En lo que se refiere a la temperatura, ningun organismo
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pluricelular puede vivir a mas de 50°C, limite alcanzado
por los musgos, entre los vegetales, y por los insectos y
los peguedos crustaceos, entre los animales. El1 limite
para el desarrollo de los demas eucariotes esta
alrededor de los &0°C; a esta temperatura algunos pocos
Protozoarios, Algas y Hongos pueden vivir. A temperaturas
superiores solo algunos procariotes pueden encontrarse,
como es el caso de algunas bacte;ias fotosintéticas que
tienen una temperatura maxima de supervivencia de 70 a
73°C. Las Eubacterias y bacterias verdaderas ya no se
encuentran a temperaturas de 90°C; superior a esta
temperatura sélo las Arquecbacterias son capases de

reproducirse. (Tabla 4) (17).

2.2.6.2 Cianobacterias.
2.2.6.2.1 Caracteristicas generales: las Cianobacterias
o Algas Verdeazules comprenden un grande Yy heterogénec

grupo de microorganismos fototrofos.

Las Cianobacterias existen en formas unicelulares o
coloniales y se han descrito unas 7500 especies; estos
microorganismos tienen wuna sola forma de clorofila, la
clorofila a, y todas tienen pigmentos biliproteineicos

caracteristicos: las ficobilinas.

Las Cianobacterias son més tolerantes a los extremos
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ambientales que las Algas Eucaridticas y Sson con

frecuencia los organismos dominantes o los unicos
fotosintéticos en los manantiales calientes, los lagos

salinos y otros ambientes extremos. (18)

2.2.6.2.2 Clasificacién de las Cianobacterias: se hallan
clasificadas en el reino moénera, division Ciandfitos.

(19)

2.2.6.2.3 Morfologia: son organismos procariotes y su
tamafho oscila entre 0.5-1 un hasta &0 um, en el caso de
la Occillatoria princeps; carecen de membrana nuclear y
de los demas organelos membranosos como mitocondrias vy

cloroplastos presentes en los Eucariotes. (20)

[ diferencia de las bacterias, poseen laminillas
fotosintéticas donde tiene lugar la fotosintesis. Es
probable que las Cianobacterias fueran 1los primeros
organismos fotosintéticos productores de Oxigeno y fueran
los responsables de la conversién inicial de la atmosfera

de la tierra de anaerdbica o aerdbica. (21)

2.2.6.3 Algas

2.2.6.3.1 Caracteristicas, generales. Son organismos

eucaridticos que comprenden Algas unicelulares y
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multicelulares. E1 término Alga se refiere a un gran
grupo de organismos con una diversidad morfoldgica vy
fisiolégica, que contienen clorofila y que llevan a cabo
un tipo de fotosintesis productora de Oxigeno. En el
pasado, la palabra Alga se empled para nombrar tanto los
Procariotes como los Eucariotes; a las formas Procariotas
se les denomind Algas verdeazules que en la actualidad se
llaman Cianobacterias. Algunas algas son moviles por
medio de flagelos y parece gque estan emparentadas con los

Protozoarios. (22)

2.2.6.3.2 Clasificacién de las Algas: clasificadas

dentro del Reino Protista, con varias divisiones.

La clasificacidn en Phyla o divisiones se basa en la
composicidn de pigment&% y de productos de almacenamiento
de energia. Otras caracteristicas utilizadas para la
clasificacién de las algas incluye la composicidn de la
pared celular, el numero y localizacidn de los flagelos y

la morfologia de los cloroplastos. (23)

2.2.6.3.3 Morfologia: existe diversidad de estructuras;
las formas mas simples son unicelulares y se dividen por
fisién binaria. En muchos casos las dos células hijas no
se separan inmediatamente de;pués de la divisidn sino gque

permanecen juntas formando cadenas o masas amorfas de



40
células. Si las células permanecen mas o menos unidas
unas con otras, el conjunto se llama Cencbium; mientras
que si se separan, perc se mantienen juntas por estar
incluidas en mucilago, la disposicidén se conoce como

Tetrasporal.

Muchas Algas son filamentosas y se pueden diferenciar
diversos tipos: - Filamentosas simples sin septos
- Filamentosas septadas simples sin
ramificaciones.
- Formas filamentosas ramificadas con

diferentes grados de complejidad.

2.2.6.3.4 Motilidad: algunos tipos de Algas son maviles
debido a que poseen flagelos; los cilios no se presentan
en las Algas. La Euglena posee un solo flagelo polar; las
especies flageladas de clorofitas tienen dos o cuatro

flagelos.

2.2.6.3.5 Estructura de 1la pared celular: las algas
presentan diversidad en la quimica y estructura de sus
paredes celulares, en muchos casos esta pared esta
compuesta basicamente de celulosa y presenta otros acidos

alginicos, &cido fuccinico y otros.
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2.2.6.3.6 Algas verdes (Clorofita): son organismos
fotosintéticos con clorofila a vy b y carotenocides en los
cloroplastos; el almidén es 1la reserva principal de
alimento; casi todas poseen paredes celulares con

celulosa.

Las algas verdes comparten muchas caracteristicas con las
plantas; bioquimicamente, su pigmentacién, los productos
de almacenamiento vy la pared celular son idénticos. Por
estas y otras semejanzas fue que las plantas

evolucionaron de ancestros semejantes a las Algas.

Uno de 1los organismos mas representativos de este grupo
es las Chlamydomona; es la forma mas simple de clorofitaj

posee flagelos y es mdévil.

Unoc de los generos mas avanzados de algas es la colonia
denominada Volvox; el numero de células en una colonia
varia de aproximadamente 500 en algunas especies, a mas

de 50.000 en otras. (24)

2.2.6.3.7 Diatomeas: las Diatomeas son Algas que
pertenecen a la divisién Chrysophyta, que a su vez estan
dispuestas en tres clases: 1la Bacillariophycea que
incluye las diatomeas; estas Algas son vegetales

microscdpicas que tienen paredes celulares constituidas
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por silice en una estructura en forma de dos labios
superpuestos que se encajan el uno al otro como las
partes de una caja; esta pared posee pequefas ranuras,
crestas y aberturas que son propias de cada especie.
Estas formaciones pueden presentar simetria radial o
bilateral. Este silice es el responsable de la rigidez de
la célula; las diatomeas almacenan alimento como el

polisacdrido leucosina, como aceite y no como almidon.

Las diatomeas contienen un pigmento castafo, la
fucoxantina, lo mismo que clorofilas a y cj; mediante
estos pigmentos las Diatomeas realizan la fotosintesis.
Se ha estimado que las Diatomeas sintetizan mas o menos
los tres cuartos de todo el material organico producido

en la tierra. (295)

Estas Algas se encuentran en numeros realmente
extraordinarios en medios marinos y aguas de ripos Yy

suelos; se reproducen sexual o asexualmente.

Debido a la alta resistencia de las frustulas de las
diatomeas, al desintegrarse permanecen intactas por largo

tiempo y constituyen uno de los mejores fésiles de algas.

Existen otras clases de- Chrysophyta, algas verdes

amarillas (Xanthophyceae) y pardodoradas (Chrysophyceae);
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poseen paredes celulares compuestas de silice vy
cloroplastos ricos en carotenos y Xantofilas que les dan
su color pardo o amarillo caracteristico. Se han
reportado unas 10000 especies vivientes y muchas especies

extinguidas. (26)

2.2.6.4 Arqueobacterias: los bidlogos por muchos afos
han aceptado la teoria evolutiva de la vida a partir de
dos planos celulares diferentes: el eucaridtico y el

Procaridtico.

De acuerdo con estudios realizados a nivel del RNAs
ribosomal, =1-] ha demostrado que tres grupos de
microorganismos celulares pudieron haber evolucionado a

partir de una célula ancestral; dos de estos grupos son

procariotidos y eucaridticos, los dos primeros han sido
denominados Eubacterias que son la mayoria de las
bacterias Gram positivas Y Gram negativas, las

Cianobacterias y las Argueocbacterias son Procariotes que
incluyen bacterias Termoacidafilas, Metandgenas ¥

Haléfilas.

Por su parte, W.C.R Woese propuso un arbol de linaje
celular de evolucidéng suéirib que el antepasado universal
podria ser denominado progenote, y el antepasado de los

presentes nucleos Eucariotes se llamaria Urcariote.
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(Figura &) (27).

Etimoldégicamente, el término Arqueocbacteria sugiere
antigledad; a este grupo pertenecen bacterias capases de
habitar medios considerados extremos que pudieron haber

existido en el ambiente primitivo de la tierra.

Las hipétesis gque tratan de aclarar el origen de la vida

argumentan que la vida surgié en lagos calientes y

concentrados en ambientes totalmente andxicos. Las
propiedades de algunas Arquecbacterias actuales
permitirian entender mejor las caracteristicas que

poseian los microorganismos primitivos.

Las Arguecbacterias esta&n agrupadas como organismos
procariotes, pero difieren en algunas caracteristicas con
las Eubacterias; las Arguecbacterias no utilizan el cicla
de Calvin; para reducir el carbono requieren varias
coenzimas excepcionales que cumplen la funcidn del NAD +
y FAD como aceptores de electrones; las secuencias de
nucledticos de sus ARN de transferencia y ARN ribosodmico
son muy distintas a las de 1los otros organismos; el
peptidoglicano no estd presente en las paredes celulares
de las Arguecbacterias; eéstas constan de proteinas,
glucoproteinas o© polisacaridos y los lipidos de la

membrana son éter (CO-C) ligado, a diferencia de las
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Eubacterias y Eucaridticos que estan ligados a ester.

Los Metanogénicos (productores de Metano que viven en
ambientes totalmente anoéxicos), los Halofilicos
(dependientes de sal), vy los termoacidéfilos (que
prosperan en habitats térmicos altamente acidos) son los
microorganismo incluidos dentro del grupo de las

Arquecbacterias. (28)

Un estudio basado en la comparaciédn de las secuencias RNA
16S sugiere gque las Arquecbacterias son las mas antiguas
de dos grupos de Procariotas y que su curso de evolucion
ha sido mas lento que los grupos Eucariota y Eubacteria.
No se conoce por qué las Arqueobacterias han sido las mas
lentas en evolucionar de los tres grupos, pero esto puede
estar relacionado con la hostilidad de los medios

ambientes en gque habitan. (29)

2.2.6.4.1 Arqueobacterias extremadamente Termofilas: la
divisién filogenética de las Arquecbacterias se refiere a
un grupo de organismos en comun, que por sus
requerimientos metabdlicos reducen compuestos de Azufre y
son de naturaleza extremadamente termédfila, (Algunas
veces son designados como hiperterméfilos). Varios

Termdfilos extremos son capaces de desarrollarse a
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temperaturas sobre el punto normal de ebullicion del

agua.

Todas las bacterias extremadamente Terméfilas han sido
aisladas de termales calientes, suelos o0 aguas que
contienen Azufre elemental y muchas especies metabolizan

Azufre de acuerdo con su metabolismo.

Los ambientes terrestres,como suelos y manantiales ricos
en Azufre, pueden tener temperaturas superiores a los
100° C y son medianamente o extremadamente &cidos, debido
a la produccién de acido Sulfurico (H=S0a) por la
oxidacién biolégica del &cido Sulfihidrico (H=S) o Azufré

elemental (S5°).

El término "Solfatara" significa mina de Azufre en
Italiano y se ha usado para describir ambientes ricos en
Azufre y campos azufrados encontrados por todo el mundoj;
estos extensos campos han sido hallados en Italia,

Islandia, Nueva Zelanda vy el Pargue Nacional de

Yellostowne Wyoming U.S.A.

Dependiendo de su entorno geoclégico, los ambientes
azufrados puedeﬁ ser ligeramente alcalinos, medianamente
4dcidos con Ph de 5-8 o extremadamente acidos con valores

de pH de 1. Los termédfilos extremos han sido aislados de
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estos tipos de ambientes, pero la mayoria de estos
organismos viven en habitats neutros o medianamente

acidos. (Tabla 5)

El azufre elemental existente en estos ambientes es
formado a partir del H=5 termal, bien sea por oxidacidn
espontanea del H=S5 con el oxigeno, o por reaccion del H=S
con el S0z (este ultimo es un componente comun de los

gases volcanicos).

Las Arqueobacterias extremadamente Terméfilas tienen un
metabolismo Organtdtrofo o Litdtrofo a excepcion de dos
géneros gue son anaerobios. Muchas Argueobacterias
extremadamente Terméfilas pueden desarrollarse
Litotréficamente con Hz como fuente de energia. EIl
pyrodictium, por ejemplo, se desarrolla de manera
estrictamente anaercbia en un medio de sales minerales
complementado con Hz y S° a temperaturas superiores a

l110°C.

Dtros Termafilos extremos, como el Sulfulobus, se
desarrcllan por la oxidacidn del Azufre elemental y el
Hierro Ferroso (aerdbicamente). El papel que desempefia el
Azufre en estos procesos respiratorios es clave, bien sea

como donador o aceptor de electrones. (Tabla &) (30).

Ay e
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2.2.6.4.1.1 Temperatura vy limites de la existencia
microbiana: las proteinas de los Terméfilos extremos son
estables al calor debido a la secuencia especial de los

aminodcidos dentro de la proteina.

Cerca a los 100°C algunas importantes biomoléculas son
destruidas, por ejemplo: moléculas como el ATP y el NAD +
se hidrolizan rapidamente a gran temperatura. La vida
media de estas dos moléculas a 100°C es menor de 30

minutos.

Algunas fumarolas marinas llamadas también "Chimeneas
negras" alcanzan temperaturas de 250 - 350°C; a estas
enormes temperaturas las macromoléculas y las moléculas
organicas simples, como aminoacidos y nucleotidos, son
rapidamente hidrolizadas. La vida en estos ambientes
parece imposible, por ejemplo: la vida media del DNA a
250°C es del orden de un microsegundo y la vida media de

las proteinas y el ATP es menor que un segundo.

Aunque todavia la temperatura mas alta para la vida no ha
sido definida, el descubrimiento de Arqueobacterias
extremadamente Termafilas muestra un limite de

desarrollo no inferior a los 110°C.

Experimentos de laboratorio sobre la estabilidad de las
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biomoléculas al efecto del calor revelan que los procesos
vivos pueden ser mantenidos a temperaturas de 150°C, pero

a temperaturas mas elevadas quizds la estructura de la

vida no sea capaz de sobreponerse. Esto plantea la
posibilidad de descubrir algun dia supertermofilos
capaces de crecer a 150°C. (21).

2.2.6.5 Sulfulobus.

2.2.6.5.1 Generalidades: las bacterias del genero
Sulfulobus, fueron los primeros microorganismos

encontrados en manantiales calientes ricos en Azufre a
temperaturas superiores a 90°C y pH de 1-5. La mayoria de
estos ambientes estadn relacionados con actividad

volcénica.

El1 Sufulobus es un aerobio obligado y puede crecer
autédtrofa o Quimioclitétrofamente. Se han descrito dos
especies del genero Sul fulobus: ul f u
acidocaldaricus, el cual se desarrolla en rangos de
temperatura entre 55 y B85°C, con un crecimiento optimo de
70 a 75°C, y a un valor de pH entre 1 y 6. 6ptimo de 2 a
3; han sido aislados de ambientes 4&cidos calientes.
Sul fulobus solfotacricus, con temperaturas de desarrollo
entre 50 y B87°C y un ‘crecimiento dptimo de 87°C a un

valor de pH de 3 a 5.5 d4ptimo alrededor de 4.5 aislado de
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biotopos azufrados.(31).

2.2.6.5.2 Caracteristicas morfofisioldgicas: este geéenero
se caracteriza por un diametro celular de 0.8-1.0 micras;
presentan wuna forma lobulada cocoide. Presenta lébulos

irregulares, no presenta flagelos ni movilidad.

Este microorganismo es Autdtrofo facultativo, puede
desarrollarse litotréficamente oxidando azufre elemental
(§°), o de manera Oranotréfica oxidando compuestos
organicos: Extracto de Levadura, Azucares o aminoacidos.
El metabolismo Autédtrofo del Sulfulobus ocurre por la via

inversa de los &cidos Tricarboxilicos.

2.2.6.5.3 Distribucidn: estas bacterias han sido
aisladas de manantiales calientes ricos en Azufre vy
campos azufrados calientes como los existentes en el
Parque Nacional de Yellostowne (Wyoming) E.U. Otros
aislamientos se han realizado en Italia, Salwvador,
Republica Dominicana, Nuevo México, Nueva Zelanda,

Islandia,’ Japédn, Islas Azores y Sumatra.(32)

2.2.6.5.4 Simbiosis: el Sulfulobus es un aerobio
obligado gque oxida el H=S a azufre elemental (S°) y luego
a Hz50a, fijando COz como fuente del carbono, por lo

tanto, este microorganismo es el responsable de la acidez
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de los habitas geotérmicos ricos en Azufre.

Ademas de su metabolismo aerobio el Sulfulobus reduce Fe
3+ a Fe 2+ anaerobicamente; también puede oxidar Fe 2+ a
Fe 3+ aerobicamente; esta propiedad ha sido usada con
éxito en la lixiviacién de Hierro y minerales de Cobre a

gran temperatura.

2.2.6.5.5 Estructura bacteriana.

2.2.6.5.5.1 Membrana Celular: la membrana celular del
Sulfulobus como la del resto de las Argquecbacterias, es
diferente a la de la mayoria de los microorganismos; esta
consta de una sola capa de fosfolipidos formada por
cadenas de hidrocarbonados conectada a ambos extremos por
enlaces éter y no por enlaces comunes éster a residuos de

glicerol.

2.2.6.5.6 Versatilidad metabdlica

Muchos de los compuestos de azufre reducidos pueden
emplearse como donadores de electrones por una variedad
de bacterias sulfurosas. Los compuestos sulfurosos mas
frecuentes empleados como donadores de electrones son el
HZ S, el azufre elemental (5) y el tiosulfato, que son

donadores de electrones para la fosforilacidn pro
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transporte de electrones. El1 primer producto de la
oxidacidn del HzS es el azufre, sustancia muy insocluble.
Algunas bacterias depositan el azufre en el interior de
la célula, mientras que otras lo hacen extra
celularmente. E1 azufre depositado a consecuencia de la
oxidacion inicial es una reserva energética y cuando ha
disminuido el aporte de H=5, puede obtenerse energia
adicional de la oxidacidn del azufre. La produccidn del
S0= puede dar lugar a condiciones extremadamente &cidas,

algunas veces con ph inferior a dos.

La capacidad de las bacterias oxidantes del azufre para
producir acido sulfurico se emplea practicamente en la
agricultura para tratar suelos alcalinos; se esparce
azufre en polvo en el suelo y las bacterias sulfurosas
presentes naturalmente en éste, lo oxidan y reducen el pH

a valores mas adecuados para cultivos agricolas.

Cuando el azufre elemental es empleado como donador de
electrones por un microorganismo, éste debe crecer unido
a una particula; de azufre elemental, adhiriéndose a
dicha particula, el organismo puede tener eficientemente
los pocos atomos de azufre que S disuelven
espontdneamente y conforme esto .ncurre, aumenta la
disolucidn del azufre, con lo que gradualmente se consume

la particula.
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2.2.6.5.7 Oxidacitdn Litotréfica del Hierro.

Sulfolobus también oxida el hierro. La oxidacion del
hierro del estado ferrosoc al férrico es una reaccion que
produce energia en unas cuantas bacterias. Solo una
pequefa cantidad de energia se produce de esta oxidacion,
y por esta razén las bacterias como sulfulobus deben
oxidar grandes cantidades de hierro para poder crecer. El
hierro férrico forma un hidréxido muy insoluble en el
agua el cual se precipita conforme va teniendo lugar la

oxidacidn.

2.2.6.5.8 Fotomicrografia.

Las bacterias del género Sulfulobus acidocaldarios se
visualizan por microscopia de fluorescencia después de su
tincién con el colorante anaranjado de acridina. EIl
cristal de azufre no florece, la fotomicrografia se
obtiene con una camara de fluorescencia y después de
haber seleccionado el campo mas representativo sobre la

preparacion.

2.2.6.5.9 Micrografia Electrédnica.

Para estudiar la estructura interna del Sulfolobus es

esencial el microscopio electrdnico. Con €l se emplean
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electrones en lugar de rayos luminosos y los
electromagnetos actuan como lentes, funcionando todo el
sistema a alto vacioc. Son ademas necesarias técnicas
especiales para cortes delgados y asi poder obtener
muestras para el microscopio electrénico. Para su corte,
las células deben primero fijarse, lo gque se lleva a cabo
sumergiendo las células en un solvente orgénico. Después
de la deshidratacién la muestra se mete en plastico; a
partir de este plastico se obtienen los cortes delgados o
cortes finos, con la ayuda de un ultramicrotomo especial,
usualmente equipado con una navaja de diamante. Por
ejemplo una sola célula bacteriana de Sulfulobus puede
ser cortada en cinco o mas rebanadas muy delgadas, las
cuales pueden entonces examinarse individualmente con el
microscopio eléctranico; asi se obtienen las micrografias
sobre los pequedos cortes y a una amplificacion optima de

48.970 X.

2.2.6.5.10 Conversitén Microbiana del Elemento Azufre en

el medio
Existen elementos minerales, como fésforo, calcio vy
potasio gque realizan funciones importantes en el

crecimiento y metabolismo de todos los organismos. Los
microorganismos los contiene y por lo tanto los

inmovilizan, y los liberan como consecuencia de la
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descomposicién de la materia organica. Los productos del
metabolismo microbiano al alterar el pH, por ejemplo,
pueden afectar la disponibilidad de un ién al alterar su
solubilidad ©o su estado de oxidacién, aungque dicha
especie idnica no sea metabolizada. Estos son efectos
indirectos en la disponibilidad de muchos nutrientes de
vegetales, en los cuales los microorganismos son quizas
importantes; aunque existe poca informacidn detallada,
por el contrario, el azufre tiene grupos de bacterias que
lo utilizan especificamente como sustrato. Es el caso de

las bacterias del género sulfulobus.

2.2.6.6 Microbiologia.

2.2.6.6.1 Aislamiento y cultivo. D. Brock refiere un

enrigquecimiento Autdtrofo con Azufre elemental,
Heterédtrofo adicionando Extracto de Levadura al 0.1% (p-
v) segun el procedimiento simple para el enrigquecimiento
del medio para aislar Sulfulobus. Cuando las celulas de
Sulfulobus se observan en muestras naturales y en medio
de cultivo en el laboratorio, presenta la caracteristica
de atacar los cristales de Azufre; esto puede ser
observado con microscopio de fluorescencia usando el

colorante Anaranjado de Acridina.

2.2.6.6.2 Rango de temperatura y PH: a continuacion se

presentan los distintos rangos de temperatura ypH en los
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gue el Sufulobus se desarrolla.

TEMPERATURA PH
Minima Maxima Minima Mixima
53 80 1 5,7
55 80 1 5,7
55 o &9 1 4,5
-1 80 1 5,9
55 80 1 5,9
55 75 1 4,57

Tomado de: Sulfubolus a New Genus of sulfur Oxidizing
Bacteria living ata Low PH and High temperature. Thomas
D. Brock , departament of Bacteriolgy University of

Wisconsing 1972.(33).

2.2.7 Participacién microbiana en el ciclo global del
azufre: la mayor cantidad de azufre en la tierra se
encuentra concentrada en las rocas y sedimentos, formando
minerales de sulfato como el Yesoc y de Sulfuro como la
pirita, teniendo muy én cuenta que son los oceanos los
reservorios mas importantes de Azufre en forma de Sulfato
inorganico contribuyendo asi de esta manera al desarrollo

de la vida en general.
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Cuando las bacterias reducen el sulfato se forma el &acido

Sulfhidrico, el principal gas volatil del azufre.

El Sulfuro se encuentra presente en diversos ambientes,
dependiendo del pH, el cual selecciona quimicamente la
forma en la que éste se ha de encontrar; es asi comoc a pH
badsicos la forma mas encontrada es el Sulfuro (Sz); a pH
adcido es el &cido Sulfhidrico (HzS) y a pH neutros la

forma mas abundante es el HS-.

Una gran cantidad de bacterias pueden utilizar el Sulfato
como fuente de Azufre y en la ultima instancia formar HS-
a participar de la descomposicidn del Azufre organico

mediante la putrefaccidén y la desulfuracidn.

Estos microorganismos se han denominado bacterias
reductoras del Sulfato y son todas las de caracter

anaerdbico obligado.

El Azufre elemental (S°) es quimicamente estable en la
mayoria de los entornos en presencia de oxigeno, pero es
facilmente oxidado por las bacterias oxidantes del Azufre
como las del género Thiobacillus. El Azufre elemental es
muy insoluble y las bacterias que lo oxidan estan

adheridas fuertemente a lps cristales del Azufre.
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La oxidacidén del Azufre elemental da por resultado la
formacién de Ilones Sulfato de Hidrdgeno, lo que

caracteristicamente produce una disminucidén de pH.

Este metabolismo incluye procesos de oxidorreduccion,

dando lugar al ciclo del Azufre. (Figura 7).

Los compuestos Azufrados mas conspicuos en la biomasa son
algunos aminoacidos como Mationina, Cisteina, y Cistina,
los cuales poseen grupos tiol con valencia -2, también
los Ester-sulfatos como: los Polisacaridos o los
Aromaticos que son facilmente hidrolizados por ciertos
microorganismos procariotas y Eucariotas liberando S0=-%

al ambiente.

El metabolismo microbiano del Azufre tiene un impacto
considerable en la biosfera transformando el S° a estados
apropiados para el crecimiento de las celulas,
produciendo cantidades significativas de un aceptor de
electrones S04 que puede actuar como un deposito
importante de condiciones andxicas, y contribuyendo a
determinados procesos geoquimicos oxidativos como

reductivos.

En los ambientes marinos, por ejemplo, los 50%-a a

concentraciones de 28 mm. constituyen una gigantesca
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reserva de S- alrededor de 3,6 x 10*® toneladas y las
aguas oceanicas contienen mas de 500 veces mas
equivalentes de oxidacién en forma de S0=-, que de 0= ya

gue éste tiene una solubilidad relativamente baja. (34).

Actualmente se han descrito tres géneros de bacterias
reductoras de S02-.: desulfovibrio, una forma vibroide
movil, las Desul fomonas que son inméviles y los
Desul fotomaculum esporulados ¥ terméifilos; la
distribucién de estas bacterias es muy amplia, por tanto,
sus representantes se encuentran en un amplio rango de

pH, temperatura y salinidades en sedimentos Yy suelos.

Tradicionalmente se considera que ciertos Procariotes
juegan un papel primordial en la oxidacion del Azufre;
éstos son: los oxidantes del Azufre gquimiotroficos
aerobios ¥ Microaerofilicos, tambieén denominados

bacterias incoloras del azufre.

Otro grupo lo constituyen los oxidantes fototroficos
anaerdbicos, bacterias violetas o bacterias verdes.Entre
las primeras tenemos Quimiolitotroficos ejemplarizados
por el genero Thiobacillus vy algunas bacterias

deslizantes tales como Beggiontoa y Acrhomatium.

Los gérmenes Quimiotrofos oxidantes del Azufre tambieén
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abarcan la Arqueobacteria termafila, sul fulobus
acidocardaricus que ocupa un nicho geotérmico
caracteristico.

Las bacterias fototréficas comprenden los Chromatiaceae
(violetas), Las Chlorobiaceae (verdes), ¥ las

Flexibacterias Filamentosas y temorfilas. (36)

2.2.8 E1l microorganismo terméfilo y sus aplicaciones

industriales.

2.2.1 Generalidades: el uso del microorganismo en la
industria es de amplia aplicacién. Algunos de los usos
mas interesantes 1lo constituyen el empleoc de termdfiloé

para la produccién de combustibles y quimicos. (37)

La temperatura optima para el funcionamiento de los
terméfilos en la industria es de 50°C, ya que son
incapaces de crecer y desarrollarse a temperaturas
menores de IN'C; por lo gque son microorganismos

Terméfilos obligados.

Los termédfilos facultativos se aplican en procesos de
fermentacién industrial; éstos crecen y se desarrollan
entre los 30 y 55°C, con una temperatura optima de 45-

50°C. (Rango Industrial).
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La produccién de combustibles y quimicos por fermentacion
termofilica tiene fundamentada una relacion existente
entre los Carbohidratos y las Biomasas, lo que implica un
proceso importante, ya que se puede hacer con dos (2)
fines: Biodescontaminacidn ambiental Y produccidn

industrial.

El sustrato utilizado por estos microorganismos Sson
Carbohidratos que se pueden obtener en cantidades
industriales en los desechos organicos procedentes de:
residuos de bosques, agricultura, basuras municipales vy
desechos animales. Se debe tener en cuenta qgue las
biomasas Termofilas necesitan una fraccidn de
Carbohidrato adecuado para funcionar al tope; esto ayuda
a disminuir los costos en los procesos quimicos; esto
equivale a trabajar con la cantidad de substrato dptima
necesaria para que la biomasa funcione en optimas

condiciones. (38).

Para los procesos biotecnolédgicos el comportamiento de
estos organismos a temperaturas altas presenta muchas
ventajas: una de ellas es que al aumentar la temperatura
disminuye la viscosidad y la tensidn superficial del
agua, can los consiguientes efectos sobre las

fermentaciones microbianas. Ademas, las contaminaciones

por fagos o bacterias parasitas de los medios de cultivo
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se observan con menor frecuencia en las fermentaciones
realizadas a temperaturas elevadas, vya que los
microorganismos que soportan estas temperaturas son muy

pocos.

Un aumento de la temperatura disminuye la solubilidad de
los compuestos gaseosos (Oxigeno, Hidrageno, y Metano);
asi, el indice de Oxigeno disuelto en el agua a 70°C es

igual al 5% del indice a 20°C.

A escala industrial, los procesos que se desarrollan sin
Oxigenoc (anaerobiosis) quedaran por tanto favorecidos a
altas temperaturas, ademas, en las fermentaciones
realizadas a escala industrial, el empleo de los

organismos terméfilos mejora tambiéen ciertos procesos.

Al altas temperaturas la recuperacidn de los productos de
catdlisis o fermentacidn es mds facil a causa de la
disminuciodn de la viscosidad del medio de cultivo y del
aumento de solubilidad de los compuestos no gaseosos; por
otra parte, si la temperatura es bastante elevada es
posible mejorar la destilacidn de los productos volatiles
que podrian inhibir el crecimiento de las células o que
son en si mismos interesantes, como es el caso de la

produccidén de Etanol.
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Ademas, la actividad metabdlica provoca una produccidn de
calor qgue ha de ser eliminado cuando se utilizan

microorganismos sensibles a altas temperaturas.

Ahora bien, la transferencia de las fermentaciones
terméfilas no tienen necesidad de refrigeracién, lo cual
constituye un ahorro de energia y, por lo tanto, reduce
el costo del proceso, incluso, cuando se realiza a alta
temperatura, la operacidén resulta mas sensible, ya gque un
proceso enzimatico industrial se desarrolla mas

rapidamente si estadn generando enzimas termdfilas.

A raiz de las diferentes crisis petroleras se han
desarrollado nuevos programas destinados a abandonar
progresivamente 1la utilizacién de energia fésiles vy
valorar mas la biomasa, ya que ésta es una buena fuente

de energia renovable y almacenable.

En la formacién de biogas de metanizacién, las bacterias
etandgenas termafilas son muy wutilizadas en las
instalaciones depuradoras para la digestién anaercbia de
los afluentes industriales: basuras domésticas y residuos
agricolas. Esta fermentacién mecénica realizada entre 50
y 60 °C desencadena la fbrmacién de biogas, compuestos
esencialmente de Metano 60 6 79Z y de gas carbdnico, a

partir de Metano producido por otros mocrooganismos
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eventualmente Termafilos.

Este proceso se emplea con la finalidad de descontaminar
y producir energia; la produccién de energia contribuye a

la rentabilidad del mismo.

Algunos microorganismos Terméfilos se emplean tambien
para producir etano a partir de almidon; también hay
otras reacciones industriales que se realizan a altas

temperaturas.

Las proteasas constituyen el grupo mas importante de
enzimas industriales (con el 50-60%Z del mercado); la
utilizacién de proteasas termoestables (termosilina de
Bacillus thermoproteolyctus) es especialmente interesante

en los detergentes y en la industria guesera.

A diferencia de las enzimas meséfilas, estas proteasas
pueden utilizarse tambieén en sintesis organica. La
produccién industrial de aspartame se hace mediante una

termilisina en disolventes organicos.

También se menciona la explotacién industrial de la
amilasa (Bacillus stearothermofillus) gque convierte el
almidén en glucosa; su utilizacién a altas temperaturas

favorece la disociacién de almidones; ésta es una enzima
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termoestable a 120°C.; otra enzima termoestable a 79*Cs
es la glucosa isomerasa (Bacillus coagulans) Qgue se
emplea en la industria de bebidas no alcohdlicas, para
convertir las glucosa en fructuosa (el poder
edulcolorante de la fructuosa es dos veces mas alto que

el de la glucosa).

Otras aplicaciones de la termofilia es la del empleo de
enzimas termoestables como modelos para la produccion de
otras nuevas enzimas que podrian obtenerse mediante

procesos de ingenieria genética. (39).

2.2.8.2 Lixiviaciédn: la lixiviacion es un procesb
hidrometalurgico en el cual los metales son separados por
solubilizacién de los compuestos minerales; una vez
solubilizados los metales, son concretados por procesos
no biolégicos. La lixiviacién microbiana ha sido aplicada
a escala industrial en lixiviacién de cobre de los
desechos a enorme escala. Los principales beneficios de
este procesoc son: Bajos costos en las operaciones,

disminucién en los indices de contaminacion ambiental.

Los microorganismos que participan en procesos de

lixiviacidn son: Thiobacillus ferroxidans ¥

Leptospirillum Ferroxidans.




[=1-)
Existen dos (2) grupos de microorganismos terméafilos
utilizados para la canalizacién en la extraccidédn de
metales de los minerales; son las especies de Sulfulobus
y Thiogbacillus, ambos grupos son terméfilos, acodéfilos,

Yy Quimiolototropos.

El ulfulobus no solo oxida AZukre, sino que también
oxida Hierro Ferroso. El1 aislamiento de Sulfulobus de
ambientes de lixiviacidon metalica fue reportado en 1983
por Maesch y Norris, gquienes 1lo encontraron en los

canales de drenaje de las minas (40).
2.3 VARIABLES

2.3.1 Temperatura: la Temperatura es un factor
determinante en el desarrolloc y sobrevida de los
microorganismos. En el caso de las bacterias Termofilas,
estas presentan una composicidn estructural definida, la
cual no 1le permite la supervivencia a temperaturas
inferiores a su limite de crecimiento Termdéfilo,
comprendido entre wunos S55°C hasta 110°C (limites de

Temperatura superior hasta hoy encontradas) (41).

En el desarrollo de esta investigacion, la temperatura
fue una factor que siembre estuvo presente en el muestreo

y s necesario considerar las posibles variaciones de la
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temperatura entre la toma de la muestra, el transporte y

el momento de la incubacidn.
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3. METODOLOGIA

3.1 POBLACION

Para la realizacién del muestreo se seleccionaron tres
(3) fuentes termales, las cuales forman parte del
Sistema Hidrotermal del Ruiz y éstas fueron:

- Zona Termal de Botero Londofo. (Figura 1.)

- Fuente Termal Hotel Termales (Figura 2.)

- Fuente Termal Aguas Calientes (Figura 3.)

Clasificadas de acuerdo con su composicién Qquimica en
Clorada Neutra la primera, y a&cido Sulfatadas las dos

ultimas.
3.2 MUESTRA
Se tomé un total de S00 muestras, distribuidas de la

siguiente manera:

- 100 muestras en la zona termal de Botero LondofRo.
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200 muestras en la fuente termal Hotel Termales

200 muestras en la fuente Termal Aguas Calientes

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 Material de Vidrio.

350 tubos taparosca de 12 ml (estériles)

- 1 Erlenmeyer de 1000 ml de capacidad.

1 Probeta de 500 ml de capacidad.

1 Cubeta de vidrio de 15 1lts de capacidad.
- 3 Beaker de 500 ml de capacidad (esteriles).
— 20 frascos de boca ancha estériles

- 10 pipetas 10 ml.

S pipetas de 5ml.
- 20 Pipetas de Pasteur.

- 200 laminillas cuarzo cubreobjetos.

100 laminillas de vidrio portaocbjetos.

3.2.2 Otros materiales

- 10 pinzas (estériles)

S5 Espatulas (estériles)

12 Jeringas (estériles)

- 2 Termos.




S Gradillas

3.3.3 Equipos.

Microscopio marca Olympus CH2
- Microscopio con adaptacién para camara fotografica
marca Nikon. fx-35A. Labophot.

- pHmetro marca SCHITT MAINZ C&710

Incubadora

- Balanza analitica

Termémetro digital (°C)

3.3.4 Reactivos

Extracto de Levadura (Merck)

— SLn de Acido Sulfurico. H=50a. 10N.

Sulfato de Amonio. (NBHa)=50a.

- Fosfato diacido de potasio. KHzPOs.

Sulfato de Magnesio. MgS50a. 7 Hz0

— Cloruro de calcio. CaCL=. 6&6Hz0

Sulfato de Zinc. IZInS0a. 7H=0

- Cloruro de cobre. CuCLz. CuClz. 2h=
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- Naranja de acridina

- Suero fisioldgico

3.4 METODOLOGIA- PROCEDIMIENTO

3.4.1 Preparacién de los medios de cultivo.

3.4.1.1 Medio de enriquecimiento: este medio se preparo a
partir de una solucién de Extracto de levadura al 0.1%
(p/v). Se midieron 250 ml de Agua destilada en un
erlenmeyer de 550 ml de capacidad; luego se pestd un gr.
de extracto de levadura (Merck) y se disolviéd en los 250
ml. de agua Destilada. Posteriormente se ajustéd a un
volumen de 1000 ml., adicionando otros 759ml de agua

destilada.

Luego se procedid a acidificar la solucidn preparada con
un la solucién de 4cido sulfidrico (H=50.) 10 N,
previamente ;reparada. Esta solucidn de acido sulfidrico,
10 N, se fue agregando, gota a gota, a la solucidon de

extracto de levadura y se hicieron mediciones peritdicas

con el pH metro, hasta llegar a un pH deseado de o

Al final se obtuvo una solucién de extracto de Levadura
al 0,5%, (p/v), con'un pH final de 2, la cual se envaso

en tubos, los cuales se llevaron al autoclave para una
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esterilizacidn por 15" a 120 libras de presidén para ser

usados posteriormente.

3.4.1.2 Medio Selectivo: consiste en un medio de sales
minerales, complementado con extracto de Levadura vy
acidificado a un pH de 2 con una solucidn de acido

Sulfurico, 10 N.

Para la preparacidn de este medio se midieron en un
Beaker 200 ml. de agua destilada y se agregaron las
siguientes cantidades de reactivos, previamente pesados
en la balanza analitica: Sulfato de Amonio (NHs)2504, i,S
gr.,Fosfato Diicido de Potasio (KHzP0.), 0,28gr; Sulfato
de Magnesio (MgSoa). 7 H=20, 0,25 grj Cloruro de Calcio
(caclz). 2H=z. 2H=20, 0,07 'gr; Cloruro Feérrico (FeCLs).
6H20, 0,02 gr; Cloruro de Manganeso (MnCL=z). 4 Hz0,0.0018
gr Pentaborato de Sodio (NazBa07). 10Hz20,0045 gr Sulfato
de Zinc (Znsoal). 7 Ha0, 0,00022 gr Cloruro de Cobre
(Cuclz). 2H=0, 0,00005 gr Molibdato de Sodio (NaMoOs). 2
H=0, 0,00003 gr Vanadil Sulfato (VoSO0s). 2de H=,0,00003

grms Sulfato de Cobalto (CoS0.), 0,00001 gr.

Nota: los compuestos Sulfato de Cobalto, Cloruro de
Manganeso y Vanadil Sulfato no fueron utilizados, ya que
no hubo existencia de éstos en la central de materiales vy

su gestidn en otras instituciones no fue posible.
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Una vez disueltos estos reactivos en los 200 ml de agua
destilada. Se pesd un gramo (1 gr.) de Extracto de
Levadura, el cual se le afadid a la soclucidén de sales
minerales y se procedid a ajustar a 1 litro el wvolumen
con agua destilada. Luego se procedid a acidificar la
solucion preparada afnadiendo gota a gota una solucién de
acido sulfarico, 10 N, previamente preparada y se
hicieron mediciones periéddicas con el pH metro para

obtener un pH deseado de dos (2).

Al final fue obtenida una solucién de sales minerales
complementada con extracto de levadura al 0.1l%de
concentracion y pH de dos(2), con un volumen total de un
litro, la cual se envasd en tubos tapa rosca y se llevd
al autoclave a 120°*C, 1. S Para ser usadas

posteriormente.

3.4.2 Preparacion de la solucién reactiva para la técnica

de fluorescencia

3.4.2.1 Clasificacidén y precauciones

4 | reactivo naranja de acridina, es extremadamente
nocivo. Por su toxicidad aguda oral, dermal, inhalativa,
asi como por indicios considerables de posibles dafos

para la salud, posiblemente irreversibles, por absorcién
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unica repetida o de larga duracién, por tanto se tomaron
las precauciones correspondientes para la manipulacién
correcta de reactivos, tales como el uso de doble guante,
gorro vy gafas protectores, al igual que mascara
antigases, con el fin de evitar el contacto con el cuerpo
y la inhalacién de vapores, ya Qque se pueden ocasionar
posibles dafos para la salud en caso de empleo inadecuado
y es posible descartar totalmente una accién cancerigena,
alteracion genética o teratogena, al contacto con la piel
o mucosa (manual de productos quimicos para la

investigacidn y la produccién industrial) Merck.(42)

3.4.2.2 Colorante Naranja de Acridina. Se midieron 500
ml de solucidn isotdnica de Cloruro de Sodioc (Na) en una
probeta y se agregaron 0.3 g. del Reactivo Naranja de
Acridina, previamente pesado en 1la balanza analitica,

obteniendo asi una solucidn al 0.0&68% (Peso Volumen).

Los reactivos anteriormente mencionados, tienen las
siguientes caracteristicas guimicas:

Naranja de Acridina:

C.L N®4600, (pag. 902)

Sindnimos Basic Orange 3 RN,

CizH=oN=CL; M= 301.82 g/M

Berl. E 374 XXII, 5490, CAS &5-61-2

M&x: 498 nm
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- Margen de fusion 239 - 241°C
Soluble en agua etanol

Presentacién envases de 25 g. (43)

3.4.2.3 Solucién Isoténica de Cloruro de Sodio (Na)
Solucitén estéril libre de pirogenos
Sindnimos: Suero fisiologico
Cada 100 ml contienen Cloruro de Sodio =
= 900 mg.
Contenido aproximado en MEQ por litro:

Sodio (Na)

155

Cloro (C1) 1355

3.4.3 Descripcion de la técnica

Se tomaron 200 laminillas de cuarzo y se sumergieron en
la solucién una vez preparado, por espacio de 10 minutos
al cabo de los cuales se sacaron Yy se colocaron
delicadamente sobre un pafo que no soltara lanas, para

secarlas al aire en un cuarto oscuro.

Una vez completamente secas las laminillas se utilizaron
para cubrir las muestras sometidas a estudio, que se
habian colocado con ,anterioridad sobre las laminas

portaobjetos.
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Terminado este procedimiento se procedid a realizar el
respectivo andlisis bajo el objetivo del microscopio para
lo cual se utilizd un equipo de epifluorescencia marca
Nikon FX- 35A. Labophot. Que consta de un microscopio
automadtico de fluorescencia con adaptacion para camara
fotografica, filtro de interferencia de 515 nandmetros,
espejo dicroico de 515 y objetivos de 60X para la técnica
de fluorescencia y, lampara de vapor de mercurioc de S50
watios, objetive de &0X y una apertura numérica de 0.65
para contraste de fase.
3.4.4 Procedimiento para 1la toma de muestras. Se
utilizaron tubos tapa rosca, frascos de boca ancha,
jeringas, pinzas y espatulas debidamente esterilizadas.‘
Para el aislamiento de bacterias del género Sulfulobus
fueron preparados dos medios de cultivo; un medio de
enriquecimiento vy otro medio selectivo descrito vy
utilizado por T.D. Brock en el aislamiento de bacterias

del género Sulfulobus,

3.4.5 Muestreo. Los muestreos fueron realizados en el
segundo semestre de 1992, el afo 1993, y segundo semestre
de 1994 con una periodicidad aproximadamente de un mes de

acuerdo con la programacidn determinada para el

observatorio Vulcanolédgico Nacional (INGEOMINAS): sede
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Manizales. Esta programacion es asignada al equipo
Técnico Cientifico de investigacidon geoquimica y es
realizada en la ultima semana de cada mes.
Algunas de las salidas de campo fueron canceladas por
contratiempos de ultima hora no previstos por el
observatorio vulcanolégico.
Una vez confirmada la salida de campo se prepararon los
diferentes medios, equipos e instrumentos para ser usados

en el sitio de muestrecs.

3.4.5.1 Zona Termal Botero Londofo. Se tomaron un total
de 100 muestras a diferentes temperaturas con el fin de
tenerlas incubadas y monitorearlas como grupo control.

Para esto 50 muestras fueron incubadas en medio de

cultivo ( 25 en medio selectivo, y 25 en medio
enriquecido). Y cincuenta sin inocular en ningun medio
(figura 1).

3.4.5.2 Fuente Termal Hoteles Termales. Se recogieron un
total de 200 muestras con el fin de aislar bacterias del
género Sulfulobus. (Figura 2.);3; para lo cual fueron
inoculados 140 muestras en medio de cultivo y 60 fueron

observadas al microscopio en fresco.

3.4.5.3 Fuente Termal Aguas Calientes. Se tomaron un
total de 200 muestras con el proposito de aislar

bacterias del género Sul fulobus (Figura 3).
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Para este propésito 140 muestras fueron inoculadas en
medios de cultivo y 60 muestras fueron observadas al

microscopio.

El empleo de medios de cultivo en el aislamiento de
bacterias del géneroc Sulfulobus en las fuentes del Hotel
Termales y Aguas Calientes se debe a que estas aguas
presentan un pH, temperatura y concentraciones de Azufre
favorables para el crecimiento y desarrollo de esta
bacteria. Segun estudios realizados en otros ambiente

termales.

La fuente hidrotermal Botero Londofo, posee la
Temperatura favorable, pero no presenta ni el pH ni las
concentraciones de Azufre favorables para la sobrevida de

las bacterias pertenecientes a este género.

La composicién gquimica, pH y temperatura de las fuentes
Botero Londofo, Hotel Termales y Aguas Calientes;
muestreadas en el segundo semestre del afo 1992 y 1993

son presentadas en la tabla 7,8, y 9 respectivamente.

3.4.6 Inoculacitn. Los medios de cultivo anteriormente
descritos fueron wutilizados en las Agus de las Fuentes
Termales de Aguas Calientes y el Hotel Termales con el
fin de obtener el aislamiento de bacterias del género

Sulfulobus y fueron distribuidos de la siguiente manera:
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3.4.6.1 Fuente Termal Aguas Calientes: de las 140
muestras tomadas en medios de cultivo en esta fuente, 80
muestras fueron inoculadas en medioc de enriguecimiento y
60 muestras se inocularon en el medio selectivo para el

aislamiento de bacterias terméfilas género Sulfulobus.

3.4.6.2 Fuente Termal Hotel Termales: en esta fuente se
tomaron 140 muestras para inocular en medios de cultivo,
de los cuales 80 fueron inoculadas en medio de
enriquecimiento y las otras &0 fueron inoculadas en

medios selectivo con el mismo fin.

Las muestras se tomaron agregando aproximadamente 10 ml.
de agua Termal a los tubos gue contenian los medios AE
cultivo mencionados. La muestra de agua fue recogida
usando tubos y Jjeringas estériles y se tomaron las
muestras de diferentes partes de la fuente (Del fondo,
medio y de la superficie).

Se depositaron pequefos fragmentos de roca del fondo de
la fuente y pequefas piedras recubiertas de Azufre en el
fondo de los tubos.

De acuerdo con estudios realizados se ha podido
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establecer que el Sulfulobus tiene 1la particularidad de

adherirse fuertemente a los cristales del Azufre.

3.4.6.3 Zona Termal Botero Londofo: para la recoleccion
de las muestras en esta fuente no se utilizaron medios de
cultivo en las cantidades iguales a las fuentes -
anteriores debido a que las condiciones de, pH, acidez vy
concentracion de Azufre no favorecen el crecimiento de la
bacteria Sulfulobus, por lo tanto, se hizo una
recoleccidn de la muestra usando tubos estériles con el
fin de tenerlos como grupo control; uwuna vez en el
laboratorio se distribuyeron de la manera que se indica
en el aparte (3.4.5.1) al igual que en las otras fuenias
las muestras fueron tomadas en diferentes puntos vy a
diferentes temperaturas en 1la zona hidrotermal. Las
temperaturas para la toma de 1la muestra oscilaron entre

99 y 92°C.

3.4.7 Incubacidn: las muestras obtenidas en las Fuentes
del Hotel Termales y Aguas Calientes y Botero Londofo
fueron depositadas en el interior de un recipiente
térmico con el fin de conservar la temperatura a la cual
se encontraba en la fuente; este procedimiento se realizd
desde el momento en que fue tomada la muestra en la zona
Termal hasta el m;mentn de la incubacidén en el

laboratorio; para este propédsitc se agregd agua termal al
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termo y se depositaron los tubos en su interior; una vez
transportada la muestra hasta el laboratorio se incubaron

a 65°C por 7 dias consecutivos.

El agua termal agregada al recipiente térmico se encontrd

a una temperatura de 62°C.

Nuevamente fue medida en el momento de sacar los tubos en
el laboratorio para llevarlos a 1la incubadora vy la

temperatura fue de 50°C.

De esta manera se concluyd el trabajo de campo gue tuvo
como objetivos hacer aislamiento de bacterias del genero
sulfulobus en medios de cultivo y las correspondientes
técnicas de fluorescencia con naranjado de acridina para

su identificacidn.



4. RECURSOS

4.1 RECURSOS HUMANOS

4.1.1 Investigador: Carlos Arturo Granada Torres.

4.1.2 Asesores.
- Jorge Enrique Pérez. Bacteridlogo y Laboratorista
Clinico. Especialista en Inmunclogia. .Docente Universidad

Catélica de Manizales.

- Claudia Alfaro V. Quimica. Observatorio Vulcanoldégico

Nacional. Ingeominas. Manizales.

- Fernando Delgado Blandédn. Licenciado en Biologia y
Quimica. Magister en Microbiologia Medica, Docente.

Universidad Catdlica de Manizales.

4.1.3 Asesor Metodolégico.

Martha Eva Buritica de Monsalve. Bacteridloga vy
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Laboratorista Clinica. Magistra en Desarrollo Educativo y

Social. Universidad Catédlica de Manizales.

4.2 RECURSOS FISICOS

B2 Planta fisica. Laboratorios Facul tad de

Bacteriologia. Universidad Catdlica de Manizales.

4.1.2 Transporte. Observatorio Vulcanoldgico Nacional.

Ingeominas, Manizales.

4.3 RECURSOS FINANCIEROS

El presente trabajo de grado fue financiado en su
totalidad por el investigador y la Facultad de
Bacteriologia de la Universidad Catdlica de Manizales con

un costo aproximado de %1.000.000.




RESULTADOS

5.1 ANALISIS DE RESULTADOS

5.1.1 Fuente Termal Hotel Termales: de los 80 medios de
cultivoe enrigquecidos que fueron inoculados con muestra
del Hotel Termales, para el aislamiento de sulfolobﬁs, i
{(3.75%) de ellos presentaron una pelicula sobrenadante en
la superficie, de la cual se tomd una muestra que fue

observada al microscopio.

En un muy bajo porcentaje (3 a 4 por campo en cien campos
observados) se observaron estructuras bacterianas en
pares y en cadenas. En el resto de los medios de cultivo
de enriguecimiento (96.25%), y selectivos (100%4), no se
presentd ningun grado de turbidez que indicara desarrocllo
bacteriano. Estas cifras demuestran la dificultad de
estos microorganismos para crecer y desarrollarse en
medios artificiales una vez han sido retirados de su

medio ambiente natural.
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Segun T.D. Brock este medio de enriguecimiento (extracto
de levadura), después de inocularlo con una muestra de

agua termal e incubarlo por un periodo de siete dias,

presentaba una turbidez general en todo el tubo y una
pelicula sobrenadante, 1la cual, al ser observada al
microscopio revelaria la presencia de bacterias del

género sul fulobus en forma de pares o cadenas.

En los medios enriquecidos no se observd turbidez ni
formacién de pelicula sobrenadante, razén por la cual se
dejaron incubando 15 dias mas durante los cuales no se
hizo ninguna observacién. Pasado este tiempo se tomaron
muestras de los tubos, eﬁ los cuales no se presento
pelicula sobrenadante, pero si enturbiamiento del medio,
por lo que se procedio a hacer observaciones directas al
microscopio, que mostraron la presencia de estructuras
bacterianas. Para la identificacidén de estas estructuras
se realizd la técnica de microscopia de fluorescencia con
Naranja de Acridina mediante 1la cual fue posible
evidenciar 1la presencia de estructuras bacterianas
fluorescentes en forma cocoide, agrupadas en pares,
tetradas y cadenas cortas adheridas a pequefos cristales
de azufre elemental; (el cristal de azufre no fluorece),
lo que csnfirmﬁ la existencia de bacterias del genero

sul fulobus.(Ver fig.8)
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S5.1.2 Fuente termal aguas calientes: las muestras
inoculadas en medios de cultivo después de una incubacion

de 22 dias a 65°C presentaron los siguientes resultados.

De los BO medios enriquecidos usados para el aislamiento
del sulfulobus, 20 (25%) presentaron una pelicula
sobrenadante en la superficie; de ésta se toméd una
muestra para observacidn microscdpica; en S5 de estos
sobrenadantes (25%) se observaron estructuras bacterianas
en forma cocoide en pares y en cadenas de a 3 vy 4
ceélulas; en los restantes medios de enriguecimiento

(70%), no se encontrd formacidn de pelicula sobrenadante,

pera si turbidez que indicaba el crecimientoc bacteriano,

lo gque fue corroborado por fluorescencia. (Ver figura
91-
En los medios selectivos no se presentd formacidn de

pelicula sobrenadante ni turbidez del medio; tampoco se
observaron estructuras bacterianas al examen directo. Lo
gue demuestra la exigencia por parte de estos
microorganismos para desarrollarse en un medio selectivo
no apropiado sin la cantidad de elementos y nutrientes

adecuados para este fin.

5.1.3 Fuente termal Botero Londorno: las cien muestras

obtenidas de esta fuente fueron observadas al
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microscopio; la totalidad de estas muestras se
caracterizd durante las observaciones microscopicas por
la presencia de una gran cantidad de algas verde azules
del género diatomea. También se observo la presencia de
pocas estructuras bacterianas que no tomaron la
coloracién de fluorescencia con Naranja de Acridina, ni
presentaron ninguna caracteristica que indicara
desarrollolo bacterianoc en ninguno de los medios de
cultivo empleados, lo que demostrd la existencia en estas
aguas de microorganismos terméfilos, diferentes al geéenero
sulfulobus. Esto se debe a que los indices de acidez de
esta fuente son cercanos a la neutralidad, y .las
sul fobacterias como sulfulobus son acidéfilas obligadas.
Esto demuestra la enorme divesidad de microorganismos que
se pueden encontrar en estas zonas. JdCdmo se origind esta
diversidad? esta claro gque las caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas y ecoldgicas de los diversos
grupos de microorganismos se controlan, en el ultimo
término, por la constitucidn genética de los organismos,
interactuando con los ambientes de los gque hacen parte.
Por tanto, la diversidad microbiana se origina de los
procesos de recombinacién genética y mutacidn, los cuales
se realizan en un ambiente gque selecciona constantemente.
La diversidad microbiana refleja la diversidad de

habitats en esta zona aptos para la vida.
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CONCLUSIONES

- E1 desarrollo de bacterias en los medios de cultivo
enriquecidos, después de 22 dias de incubacién a 65°C,
permitié demostrar la presencia de bacterias termofilas

del género sulfulobus en estas fuentes.

- E1 periodo de incubacién planteado por T.D Brock es de
siete (7) dias y el periodo de incubacion que tuvieron

las bacterias objeto de este estudioc es de 22 dias en

promedio, lo que permitio apreciar una gran diferencia
(15 dias en promedio), lo cual puede ser debido a
diferentes factores biogeoquimicos propios de cada
fuente.

- De acuerdo al protocolo de aislamiento en medios de
cultivo enriquecidos, y a las técnicas de fluorescencia
realizadas, se puedg concluir que las bacterias alli

encontradas pertenecen al género sulfulobus.



- Las micrografias tomadas presentan caracteristicas que

demuestran la presencia de bacterias sul fodependientes.

- El objetivo de realizar las técnicas de fluorescencia
se cumplid en un 100%, gracias a la consecucitn oportuna
del reactive Naranja de Acridina, y a la toma correcta de
micrografias que demuestran, finalmente, los logros

alcanzados por la misma.

- Las bacterias del género sulfulobus son extremadamente
versatiles, en vista de gque no sdlo oxidan el azufre
elemental, sino también el hierro ferroso, el H=5 y otro

tipo de compuestos organicos.

- Las condiciones de pH vy temperatura seleccionan las
especies microbianas que logran sobrevivir y adaptarse a

cada biotopo.

- El pH es un factor limitante para el crecimiento y
desarrolloc de bacterias del género sulfulobus. E1 pH
dcido favorece el crecimiento de microorganismos de este

género mientras que el pH neutro no lo permite.

- Conforme aumenta nuestro conocimiento se hace cada vez
mas necesario para el cientifico especializarse y

estudiar Unicamente una pequera parte de una ciencia.
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- En la totalidad de las muestras analizadas procedentes
de la fuente termal Botero Londofo (Grupo control) con pH
cercano a la neutralidad, no se observaron bacterias gue
tomaran la coloraciédn de fluorescencia lo gque reafirma el

hecho de que el sulfulobus es un acidofilo obligado.

- El1 presente trabajo demuestra el potencial de estudio e
investigacidn microbiolégica que representa las fuentes

termales en cuestidn.

- Sin la valiosa asesoria del personal técnico vy
cientifico de la Facultad de Bacteriologia de la
Universidad Catélica de Manizales y del Observatorio
Vulcanoldgico Nacional "Ingeominas" Sede Maniza}es,.el
cumplimiento de los objetivos del presente estudio no

hubiese sido posible.

- Nadie puede saberlo todo, la especializacidén ha dado
lugar al desarrollo de subdisciplinas de la
microbiologia, tales como virologia, microbiologia

acudtica, microbiologia marina, microbiologia agricola,

microbiologia industrial, inmunologia, biotecnologia,
microbiologia espacial, biologia molecular ¥
microbiologia meédica entre otras. Lo que crea la

necesidad de proyectar el perfil profesional de Ila

Bacteriologia hacia otros campos de accion.
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- En lo que a la vida se refiere, el concepto que tenemos
de medioc ambiente es muy restringido. Si es demasiado
caluroso, demasiado frio, demasiado humedo, demasiado
seco, demasiado salado, en fin, el hombre desaparece. Y,
sin embargo, bajo todas estas condiciones, existen

organismos que pueden vivir y desarrollarse.

= Sulfulobus tiene una forma generalmente esférica y
produce distintos ldbulos. Las células se adhieren con
fuerza a los cristales de azufre donde pueden
visualizarse por microscopia con el empleo de tinciones

fluorescentes.

— Sulfulobus vive en forma primaria en los habitats
geotérmicos ricos en azufre como los  manantiales

calientes.

- El sulfuro de hidrégeno emitido de las fuentes se oxida
por sulfulobus a azufre elemental y ademas se oxida a
acido sulfurico y por tanto este organismo es responsable

de la acidez de los habitats geotérmicos ricos en azufre.



RECOMENDACIONES

- E1 Pargue Nacional Natural los Nevados ofrece otros
ambientes gue por sus caracteristicas se consideran
también especiales para el habitat de microorganismos, lo
que hace de este lugar todo un santuario de flora
microbiana aun sin explorar; los estudios dirigidos hacia
la vida microbiolégica en este lugar podrian enfocarse en
un comienzo a la caracterizacidn taxonémica en cada uno

de estos medios ambientes extremos.

- Las técnicas de aislamiento en cultivos enriquecidos y
de microscopia de fluorescencia realizadas en el presente
estudio han demostrado la existencia de bacterias
terméfilas del género sulfulobus en estas fuentes, seria

de sumo interés para nuestra Facultad continuar con los

estudios de microscopia electrénica que permitirian
conocer mas detalles de su estructura interna, su
fisiologia vy biogquimica, ya que es este un geéenero de

bacterias con un promisorio futuro, tanto en el campo
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biotecnoldgico como biomeédico e industrial.

- En la totalidad de los medios de cultivo selectivos
utilizados en este estudioc no se presentd ninguna de las
caracteristicas que hicieran manifiesto el desarrollo
bacteriano; esto se debid a la falta de algunos reactivos
que hacen parte de la composicién del medio. La
consecucioén de los mismos seria muy importante para un
proximo estudio y de esta manera lograr un aislamiento

mas eficaz.

- La creacion de un equibd interdisciplinario dentro de
la Facultad de Bacteriologia para cubrir todas las areas
de estudio que ofrece esta zona, seria de sumo interés,
ya que representaria un gran avance en el conocimiento de
la geomicrobiologia y la ecologia microbiana de nuestro

entorno.

- Las bacterias termdfilas encontradas en estas fuentes
poseen enzimas también terméfilas que tienen maltiples
aplicaciones a nivel industrial y biomédico. La busqueda
de una forma de explotacidén organizada de estos
microorganismo a nivel biotecnolédgico traeria muchos

beneficios.
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- Las bacterias del género sulfulobus utilizan al azufre
elemental como substrato y principal fuente de energia.
El1 producto final de este metabolismo es el acido
sulfurico responsable de la acidez presente en algunas
aguas termales. Esta caracteristica podria ser explotada
a nivel biotecnoldgico en la produccién de acido
sulfurico a escala industrial, ya que éste es un proceso
biolégico que no conlleva a ninguna contaminacion de tipo
ambiental, adem&s de ser sumamente rentable.
- En la Fuente Termal Botero Londofo, se observaron al
microscopioc estructuras bacterianas gque no tomaron la
coloracién con naranja de acridina ni se desarrollaron en
los medios de cultivo empleados, lo que demuestra la
existencia en estas fuentes de microorganismos termofilos
diferentes al género sulfulobus. Seria de sumo interes
hacer el aislamiento y la respectiva identificacion de
estos microorganismos en esta fuente al igual gque un
estudio sobre sus posibles aplicaciones bio-tecnologicas
y el papel gue desempefan en la geomicrobiologia de este

lugar.
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TABLA 1. Andlisis quimico de aguas termales de
interés bioldgico.

Localidad Tesp pH Ce Ca M |X HCOs | SO, | CL | Si0:
Tersales del 61 1,79 | 220000 | 166 | 291 | 138 | 0.1 | 5306 | 1005 | 207
Ruiz
fguas 62 1,38 | »20000 | 214 | 230 |258 | 0.1 | @316 | 1752 | 150
calientes

92 7,75 2300 1 13 94 192 57 | 1128 | 155
Botero
Londodo

Concentraciones en partes por milldn {ppm) y

conductividad eléctrica (C.E) en microhoms/cm. Fecha: 15

y 28 de Agosto de 1992



TABLA 2. Temperatura de crecimiento de algunas

especies termédfilas de microorganismos

Temperatura de Crecimiento °C

Nisero de especies

Género

Bacteria fotétrofas

Cianobacterias 16 B/B-7
Bacterias plrpura 1 95 - &0
Bacterias Verdes i 0-73

Bacterias Gram-positivas

Bacilos 15 5 - 70
Clostridio i1 50 - 75
Bacterias lécticas 5 50 - &5
Actinomicetos YA u =

Otras Eubacterias

Tiobacilos 3 30 - 60

Espiroguetas 1 34
Desulfutosaculum 7 37 -5

Rerobias Bram-negativas 7 N-7

Anaerobias Gram-negativas B W=7
Arquechacterias

Netanbgenas - N-%
Sulfodependientes 18 55 - 110

Ternoplassas . 1 -8B |

Brook, T.D. La vida a alta temperatura. EnO @ Mundo

cientifico. Vol. B. N8 81 (1988); Pag. &65
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TABLA 3. Limites inferiores de pH para diferentes

grupos de organismos.

BRUPD LINITE DE pH ESPECIES DENTRO DEL
INFERIOR APROXINADO LINITE INFERIOR
Animales:
Peces - Carpa
Insectos 2 Hoscas
Protozoarios 2 fmebas. Heliozoarios
PLantas:
Plantas vasculares 25~-3 Eleocharis sellowiana
Eleocharis acicularis
Carex spp
Plantas ericdceas
(moras, zarzamoras,
moras azules etc.)
Musgos 3 Sphagnua
Protistos:
Algas eucaridnticas =1 Euglena sutabilis
Chamidomonas acidophila
Chorella spp
0 Thiobacillus thiooxidans
0 Acontium velatus
Bacterias: 0-8 Thiobacillus thiooxidans
Sulfulobus acidocaldarius
2-3 Bacillus, streptosyces
Cianobacterias . Mastigocladus

Syenechococcus

EBrock. T.D. Microbiologia. Mexico : Hispanoamericana 1984.



TABLA 4. Limite de temperaturas superiores para

el desarrollo de organismos vivos.

Temperatura limite superior
aproximada (*C)

Brupo
Animales
Peces 38 EUCARIONTES
Vertebrados acudticos
Insectos 45 - 50
Estras codos (crustdceos) 49 - 50
Plantas
LINITE = 62 *C
Plantas vasculares 45
Nusgos 50
Microorganisaos
Protozoarios 56
Algas 35 - &0
Hongos &0 - b2
Microorganimes
EUBACTERIAS
Eubacterias fotosintéticas 0-73
Eubacterias quimiolitétrofas 85 - 90 LINITE = 90 'C
Eubactarias heterdtrofas B5 - %0
Arqueobacterias » 100

Broock. T.D. La vida a alta temperatura. En : Mundo

cientifico. Vol.8 N* Bl (1988): Pag. 665




TABLA 5. Propiedades de las arqueobacterias

extremadamente terméfilas

]
Bénero Norfologia Kinero de DhA Teaperatara 0 pH
Especies 6-C FININD  OPTIMD KAXIND Optino
Rislamientos
Yolcdnicos
Terrestres
Selfulobus Lobulada 2 37 i3 75 - 87 8 2-3
Esférica
heidianus Esférica 2 k| 80 85 -9 95 1
Thersoproteus Bacilar 2 3 80 8 7% 1
Thersofilun Bacilar i 1) & 88 96 3.5
Desulfurococcus Esférica 2 i 80 1] I b
Pyrobaculus Bacilar 1 &5 " 100 102 ]
Aislanientos
volcdnicos
subaarings
Pyrodictive Forsa discoide I 62 8 105 100 (]
ton filasentos
fijos anexos
Pyrococcus Esférica 2 3 n 160 103 6-8
Thersediscus Forma disceide | 9 73 0 8 1
Staphylotermus Esferas ton { bt} 63 §2 8 6-17
agregados
interiores en
aripe
Thersococcas Esférica 1 11 T 88 95 5.8
Kethanopyrus Bacilar 1 1] CH 100 110 6.5
Archaeoglobus Cocoide { i b4 8 i 7

rock., T.B. y Madrigan. T, Wichakl. Biclogy of microorganiza

. Ur LI _; -
5‘“ Ly Chigr™n,
iy ™,

lfluo:”‘

Mingages



TABLA &. Generacidn de energia de las

arqueobacterias extremadamente terméfilas

Base nutricional

Reaccidn energética

Ejemplo

Igandtofica Cospuesto organico Thermoproteus; Thersocoocus;
+ 5 - Ha8 + C02 Desul furococcusy Theraofilium;
Pyrococcus
Compuesto organico Sulfulobus
+ 0z - Ha0 + CO2
Compuesto organico Staphyloteraus
- £0; + Acidos grasos
Compuesto orgénico Pyrococcus
-0z +H2
Itétrofica Ha + §* - Ha05 Acidianatus; Pyrodictium;
Thermoproteus
25 + 305 + SHa0 - 2Ha50s Sulfulobus; Acidianus
4FeSy + 1502 ¢ 2Ha O Sulfulobus
- Fea(504)s + Ha 504
845 + CO; - CHe + 2Ha0 Methanopyrus
Broock, T.D., vy Madrigant. T, Michael. Biology of

microorganim.




TABLA 7. Composicién quimica de la fuente Botero

Londofo Nevado del Ruiz.

CONCENTRACION (ppa)

FECHA ph T 8 M Ffe Ca Mg W 0 M i B G D
Febrero - 91 600 90 60 WD, WD 48 A6 354 76 0.40 0.87 0.03

mpe -9 809 91 B0 2 .8 90 18.0 1166 74 0.40 3.48 <0.01

Juio -9 .42 93 80 KD L0 M0 5.0 438 76 0.34 3.42 0.00

Julio -9 789 92 82 ND. 01 M0 5.0 436 76 0.30 5.52 €0.01

Mosto - 91 705 91 80 WD WD MO 360 620 B4 020 3.20 004 KD KD
Novie. - 91 i 1019 1.0 370 45 0.26 1.59 <0.04 €0.01 0.01
Narn - 92 W a L0 17 L0 30 43 0.24 158 0.04 €0.01 0.02
hbril - 92 0w 0 17 0 340 40 0.40 1.63 <0.01 C0.01 0.0
Qctub. -92 7.2 9 W A 4 5.0 620 84 0.10 3.72 0.0 0.06 0.06
bv. -2 .M N N A2.0 W 4.0 600 84 0.10 3.60 0.01 0.01 0.04
Marzo -93 7.8 93 68 0.1 0.1 M 40 614 9001 350 0.0 0.0
Mbril -93 7.8 93 76 G4 0 M 2.4 680 B4 0.34 3.80 0.82 0.0
Jwio -93 23 9 oM oW 0 & 32 98 79 0.4 3.0 1.6 0.06
Julie -9 7.7 % M 4 2 3.2 5% 78 0.28 3.60 <0.01 0.04
Agosto -93 735 W W .00 46 3.6 540 66 0.1 3.40 0.56 0.01
Septi. -93 7% 9 B .01 50 3.50 560 60 <0.1 3.40 0.60 0.0

I WO

1011
1000

1064
1069
1060 156
w1
955
9w 19
1002

Ingeominas. Geoguimica del Volcan

Nevado del Ruiz.

Manizales



TABLA B. Composicidn gquimica de la fuente Hotel

Termales Nevado del Ruiz.

CONCENTRACION (ppa)
FECHA ph T 8 Al Fe b M M A L R L I HI
Febrero - 91 1A% &3 %6 S0 126 254 218 466 1M 0.56 0.04
Jmis -9 LS} & M 2 24 28 384 116 0.5 0.0
Julio =91 LW & %W M 9 202 M6 S04 116 0.60  0.01
fgoste - 91 LM &3 100 70 14 300 260 280 60 62 052 0. 001 LM
Ocubre - 91 W WO U W % L3O 00 0.0 073 1083
Novie, - 91 w3 60 128 144 0 W 53 025 003 0.01 0.70 1.088
binies, - 91 w3 0 127 1 M 60 33 0 e 001 071 L
Narno - 92 P 60 I8 112 WM & 33 023 0.4 0.01 0.72 1.083
Abril - M2 0 W1 e M oW 34 0 000 001 L0 1M
Junio. =92 L7061 9B 600 118 204 208 520 124 A8 0.0 0.01 0.06 1.40 1.081
Julie -92 168 61 102 600 120 24 242 SM0 122 4.8 060 001 0,08 L2 1078
hgosto - 92 1.60 62 104 600 120 204 234 500 122 4.8 0.60 0.01 0.0 1.40 1.083
Sep. -2 LA 63 9B B0 116 200 236 480 1M A6 0.62 000 0.06 140 1.082
Octe. -92 185 62 100 600 116 200 240 500 120 4.8 0.58 0,00 0.08 1.40 1.0M
Novie. - 92 6 % 184 204 460 106 4.4 052 001 0.08 128 M
Narzo - 93 9 0 90 206 236 6 10 5.0 0.3 0.0 0.9 1.029
Abril - 93 64 100 580 7 % w W W 37 LI L 0.51 98
Junio - 93 L6362 100 S0 122 300 236 56 116 66 000 140 0.9 1.07
dulio -9 L3763 98 616 122 308 M2 5% 16 6.6 060 0.0 150 1.081
hgosto - 93 L6463 92 T 120 290 4 M0 116 5.0 054 0.48 LA 1,026
Septi. -9 L33 63 88 760 110 280 238 420 118 5.6 046 088 L4 L2
Octubre - 93 178 60 112 860 130 320 260 4RO 128 6.2 056 0.40 1.60 1,011
bic. -9 1M 100 600 118 290 248 B0 112 A3 0.2 0.0 0.9 1.011

Ingeominas. Geoquimica del Volcan Nevado del Ruiz. Manizales




Figura 1. Fotografia: Zona Termal Botero Londono






Figura 3. Fotografia: Fuente Termal Aguas Calientes.



75° 28'

UBICACION DE LAS FUENTES DE MUESTREQ MICROBIOLOGICO

-
e ¢

i )_Q ‘raormo LONDONO

| I

HOTEL TERMALES

. FUENTES TERMALES
DE INTERES MICROBIOLOGICO

A FUENTES TERMALES
@ rumaroLAs

COORD. GEOGRAFICAS
DE FUENTES TERMALES :

e 4% 32 LAT.
7 5° 16 16" LONG.

i *
4" LONe.

2.
™° 10

3.HOTEL TERMALES

73: ﬁ' i’" La.‘o‘ﬁo.

AN

4° 48’

Tomado de INGEOMINAS , 1.994



FCCOMPARACION ENTRE LA ESTRUCTURA DE UNA MEMBRANA
CELULAR CONVENCIONAL Y LA DE UNA ARQUEOBACTERIA

Cabeza hidrofila

Cola hidrofoba

Membrana convencional en bicapa

Las dos cabezas hidrofilas
estan ligadas covalentemente

Membrana de arqueobacteria en monocapa.
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