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Prologo de “The Groundwater Project”

El lema de las Naciones Unidas para el Dia Mundial del Agua, el 22 de marzo de
2022, es "Aguas subterraneas: hacer visible lo invisible". Esto se alinea con la esencia del
Proyecto de Aguas Subterraneas (GW-Project), que tiene como objetivo aumentar la
conciencia sobre las aguas subterrdneas y fortalecer la sabiduria sobre las aguas
subterraneas en todo el mundo, y se estd logrando mediante la publicacion de libros y

materiales de apoyo sobre "todo-lo-que-sea-aguas-subterraneas".

El GW-Project, una organizacién sin danimo de lucro registrada en Canada en 2019,
se compromete a contribuir al avance de la educacion y aportar un nuevo enfoque a la
creacion y difusion de conocimientos para la comprension y la resolucién de problemas. El
GW-Project opera el sitio web https://gw-project.org/ como una plataforma global para la
democratizacion del conocimiento de las aguas subterrdneas y se basa en el siguiente
principio:

"El conocimiento debe ser gratuito y el mejor conocimiento debe ser conocimiento gratuito”.
Andnimo

La mision del GW-Project es proporcionar materiales educativos accesibles,
atractivos y de alta calidad, accesible y gratuito en linea en muchos idiomas, a todos los que
quieran aprender sobre las aguas subterrdneas y comprender coémo éstas se relacionan con
los sistemas ecologicos y la humanidad, y como los sustentan. Se trata de un nuevo tipo de
esfuerzo educativo global, ya que se basa en el voluntariado de profesionales de diferentes
disciplinas e incluye a académicos, consultores y jubilados. En el GW-Project participan
cientos de voluntarios asociados a mas de 200 organizaciones de mas de 14 paises y seis

continentes, con una participacion cada vez mayor.

El GW-Project, que comenzo a publicar libros en agosto de 2020, es un esfuerzo
continuo y continuara con cientos de libros que se publicaran en linea en los proximos afios,
primero en inglés y luego en otros idiomas, para su descarga en cualquier lugar en el que
Internet esté disponible. Las publicaciones del GW-Project también incluyen materiales de
apoyo como videos, clases, demostraciones de laboratorio y herramientas de aprendizaje,
ademas de proporcionar, o enlazar con, software de dominio publico para diversas
aplicaciones de aguas subterrdneas que apoyan el proceso educativo.

El GW-Project es una entidad viva, por lo que de vez en cuando se publicaran

ediciones posteriores de los libros. Los usuarios estan invitados a proponer revisiones.

Te agradecemos que formes parte de la comunidad GW-Project. Esperamos recibir
noticias tuyas sobre tu experiencia con el uso de los libros y materiales relacionados.

jAgradecemos ideas y voluntarios!
El Comité Directivo de The Groundwater Project
Julio 2021
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Prologo

La microbiologia de las aguas subterrdneas es el estudio de los organismos
microscopicos, principalmente bacterias, que residen en los sistemas de aguas
subterraneas. De los temas que componen la ciencia de las aguas subterraneas, la
microbiologia de las aguas subterraneas ha experimentado grandes avances en los tltimos
40 anos. Los microbios viven en casi todas partes del subsuelo, incluso en condiciones
extremas de alta temperatura y salinidad a gran profundidad. Los microbios influyen y
generalmente controlan los procesos geoquimicos y, por lo tanto, son importantes para la
calidad natural del agua subterrdanea, como las concentraciones de hierro, manganeso y
arsénico, y, sumado al potencial de oxido-reduccion y el pH, determinan el olor y el color
del agua de pozo. Los microbios determinan cudndo la obstruccion de los pozos es un
problema y, a menudo, determinan si los productos quimicos antropogénicos

(contaminantes) desaparecen o permanecen en las aguas subterraneas.

Normalmente, los microbios han residido en un estrato geologico por un tiempo
geoldgico y son activados cuando cambian las condiciones. Al igual que los seres humanos,
necesitan energia y nutrientes (por ejemplo, comida) para sobrevivir, pero los microbios
pueden permanecer durante milenios con pocos de estos elementos esenciales para la vida.
Sin embargo, cuando las condiciones aportan mas de sus necesidades de sustento vital, los
microbios se multiplican y cambian la hidroquimica. Los cambios también pueden ocurrir
en respuesta a las alteraciones humanas del paisaje y la hidrologia. A medida que el agua
subterrdnea se mueve a lo largo de su trayectoria de flujo desde las areas de recarga hasta
la de descarga, puede atravesar estratos que no contienen microbios y luego ingresar a una
zona donde las condiciones son mas favorables para los microbios lo que cambia
notablemente el agua subterranea. La quimica del agua subterranea puede estar gobernada
por los minerales en contacto con el agua a lo largo de sus trayectorias de flujo y/o los
microbios pueden controlar la quimica. Las zonas de actividad microbiana sustancial
pueden ocupar sélo una pequefia parte del sistema de aguas subterraneas y, sin embargo,
ser la influencia dominante sobre la composicién quimica del agua en gran parte del
sistema. Es importante lo que el agua subterranea transporta en una zona, lo que pasa en
la zona y lo que es transportado fuera de la zona. Este libro introduce los principios de la
microbiologia de las aguas subterrdneas, incluida la estructura y el crecimiento de las
células microbianas, la bioenergética y el metabolismo de los microorganismos, las
influencias geoquimicas y fisicas sobre los microbios, con énfasis en la calidad natural del
agua, pero también considerando el papel de los microbios en las aguas subterraneas

contaminadas.

Este es el primer libro de Groundwater Project escrito por un profesor en
colaboracion con estudiantes graduados. El GW-P alienta este tipo de esfuerzo en equipo.

El Dr. Grant Ferris es profesor experimentado en el Departamento de Ciencias de la Tierra
viii
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de la Universidad de Toronto, Canads, y dirige investigaciones en microbiologia ambiental
en muchos lugares del mundo. Ese departamento también es el hogar académico de Natalie
Szponzar, donde, después de una década como hidrogedloga consultora, es candidata a
Doctora en Filosofia enfocada en geoquimica acuosa e isotopos en geoquimica. Brock
Edwards, cuya investigacion esta enfocada en las emisiones de gases de los volcanes
activos, es candidato a Doctor en Filosofia en el Centro de Ciencias de Observacion de la

Tierra de la Universidad de Manitoba, Canada.

John Cherry, lider de The Groundwater Project

Guelph, Ontario, Canad4, julio de 2021
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Prefacio

La microbiologia de las aguas subterrdneas es el estudio de los organismos
microscopicos que habitan en ellas. Durante muchos afios se asumié que los materiales
geoldgicos que se encuentran bajo nuestros pies eran depdsitos de organismos muertos
desde hace mucho tiempo y no habitats de organismos vivos. Los recientes
descubrimientos de las tlltimas décadas han demostrado la existencia de un mundo diverso
de microorganismos que viven en el subsuelo, independientes de la luz solar y el oxigeno
y que a menudo prosperan en condiciones ambientales extremas y con limitaciones de

nutrientes.

Los sistemas de aguas subterraneas son entornos especialmente favorables para los
microorganismos, con temperaturas relativamente estables, nutrientes suministrados por
el flujo de estas, y la presencia de abundantes superficies minerales y de fractura para
colonizar. De esta manera, cualquier consideraciéon sobre los sistemas de aguas
subterraneas debe tener en cuenta a los microorganismos que viven en ellos, siendo que no
son habitantes pasivos. Por el contrario, las singulares capacidades metabdlicas de los
microbios los implican como agentes clave en el flujo de energia y el procesamiento de
compuestos organicos e inorganicos en los entornos subterraneos, afectando a la
composicion quimica de las aguas subterraneas, asi como a las propiedades fisicas de los

sedimentos y las formaciones rocosas por las que se mueven estas aguas ocultas.

Este libro presenta los principios de la microbiologia de las aguas subterraneas,
desde los aspectos de la estructura y el crecimiento celular, pasando por la bioenergética y
el metabolismo de los microorganismos del subsuelo, hasta las influencias geoquimicas y
fisicas de la actividad microbiana generalizada en los sistemas de aguas subterraneas y la
calidad del agua. Como se resume en las ultimas secciones del libro, el acoplamiento de los
microorganismos con su entorno geoldgico -un vinculo establecido hace miles de millones
de afios cuando la vida se afianzd en nuestro planeta- es de especial valor en las aplicaciones
de biorremediacion y precipitacion mineral inducida por microbios, como la limpieza de
sistemas de aguas subterraneas contaminadas y la reduccion de la permeabilidad de los

acuiferos.

Como se revela en este libro, la microbiologia desempefia un papel fundamental en
la determinacién de los patrones de la quimica de las aguas subterraneas. Los estudios
sobre la contaminacion de las aguas subterraneas y su remediacion que no incorporan la
vision microbiologica probablemente pasaran por alto las oportunidades de comprender
los importantes procesos que rigen las condiciones del lugar y, por tanto, no reconoceran
las opciones de tratamiento alternativas. Por lo tanto, recomendamos la inclusiéon de un
miembro del equipo con experiencia en microbiologia en cada investigacion importante

sobre la contaminacion de las aguas subterraneas y su remediacion.
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1 Introduccion

Como parte integral del ciclo hidrologico, los sistemas de aguas subterraneas tienen
influencias de una serie de procesos fisicos, ambientales, hidraulicos y biogeoquimicos.
Entre ellos se encuentran los cambios estacionales en el clima y las precipitaciones, las
variaciones locales y regionales en la porosidad y permeabilidad de los materiales del
subsuelo, la formacion y disolucién de minerales a lo largo de las vias de flujo de las aguas
subterrdneas, asi como el transporte de reactivos en masa y el ciclo de sustancias quimicas
por parte de los microorganismos. Al comprender que las aguas subterrdneas son un
recurso global critico de cantidad y calidad muy variable, el papel de la microbiologia en

los procesos biogeoquimicos ha surgido como un tema esencial en hidrogeologia.

Durante muchos afos, se pensaba que el subsuelo de la Tierra carecia de vida en su
mayor parte. Se creia que la presencia de organismos vivos se limitaba principalmente a los
entornos del suelo y la rizosfera (raices de las plantas). Sin embargo, los descubrimientos
de las ultimas décadas revelaron una biosfera microbiana vasta y diversa que se extiende
varios kilémetros por debajo de la superficie de la Tierra (Kallmeyer et al., 2012; Bar-On et
al., 2018; Magnabosco et al., 2018). Estos avances han surgido de la creciente constatacion
de que los ingredientes que se consideran necesarios para la vida en la superficie -luz solar,
oxigeno, abundante carbono orgéanico- son irrelevantes para muchos microorganismos. Los
diversos microbios utilizan una gran variedad de fuentes de energia "no convencionales",
incluyendo un enorme surtido de compuestos inorganicos, asi como algunos compuestos
organicos que son toxicos para otros organismos. Estas capacidades metabdlicas tinicas
implican a los microorganismos como agentes clave en el flujo de energia y el recambio de
la materia condensada (es decir, sdlidos y liquidos cristalinos y amorfos, incluidos los
cristales liquidos, los vidrios, los polimeros y los geles) en los procesos de transporte
reactivo que vinculan los sistemas de aguas subterraneas con los entornos superficiales en
el ciclo hidroldgico (Falkowski et al., 2008; Lin et al., 2012).

Como habitat exclusivo para los microorganismos, el subsuelo se caracteriza por
una ausencia total de luz, temperaturas relativamente constantes y escasez de nutrientes,
incluido el carbono orgdnico. El metabolismo microbiano en estas condiciones tan poco
propicias puede ser mucho mas lento que en la superficie de la Tierra, calibrandose mas a
la duracidn y a las escalas de tiempo de los procesos hidrogeoldgicos que a los ciclos diarios
y estacionales dominados por la luz solar. Sin embargo, las condiciones relativamente
estables del subsuelo hacen que las poblaciones de microorganismos puedan sobrevivir o
incluso prosperar durante largos periodos de tiempo y, al hacerlo, ejercer una importante
influencia biogeoquimica en su entorno. Esto es especialmente importante en un contexto
social porque la actividad microbiana afecta directamente a la composicion quimicay ala
calidad de las aguas subterraneas, que constituyen un recurso de agua potable fundamental

para gran parte de la poblaciéon mundial. La presencia de microorganismos puede ser
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beneficiosa, por ejemplo, al contribuir a la degradacion de sustancias tdxicas, o perjudicial,
como en el caso de la contaminacion de los acuiferos por microbios patégenos procedentes

de los residuos de las aguas residuales.

Este libro profundiza en los aspectos esenciales de la microbiologia de las aguas
subterraneas, comenzando con los rasgos caracteristicos de los microorganismos y su
abrumador predominio en los entornos subterraneos de la Tierra. Se introducen la
estructura, el crecimiento, la ecologia y la bioenergética de las células microbianas para
familiarizarse con el extenso tema de la microbiologia. El concepto de sistemas de aguas
subterraneas como habitat de microorganismos se discute en términos de limitaciones
fisicas y la distribucion en profundidad de la vida en ambientes subterraneos. Los aspectos
de los equilibrios y el pH del carbono inorganico disuelto, los procesos de oxidacion-
reduccion (Redox), las reacciones de precipitacion y disolucién de minerales y el
comportamiento de las células microbianas como sdlidos geoquimicamente reactivos se
consideran al examinar la influencia de la actividad microbiana en los procesos quimicos
en las aguas subterraneas. Las secciones finales del libro abordan el transporte y
movimiento de los microorganismos a través de los sistemas de aguas subterrdneas, asi
como algunas funciones conocidas y potenciales de los microorganismos en la

hidrogeologia y la remediacion de contaminantes.
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2 Microbiologia

La microbiologia es el estudio de formas de vida extremadamente pequenas que no

se pueden ver sin una lupa o un microscopio (Heim et al., 2017). Esta definiciéon operativa

se aplica a los organismos unicelulares que tienen un tamafio inferior a unos 10* m (0.1 mm

o 100 um) (Figura 1). El mundo microscopico también incluye los virus, que son las

entidades bioldgicas més pequefias de la naturaleza (didmetro de ~10” m) que contienen
proteinas y material genético, ya sea dcido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico
(ADN). Son agentes infecciosos que dependen de los procesos metabdlicos de la célula
huésped para reproducirse, por lo que existe cierto debate sobre si los virus estan realmente

Vivos.

: \"
o

N

Diametro (logio m)

Fdicrobiologia - - Macrobiolog;;

Figura 1 - Distribuciones de tamafio a) macroeucariotas, b)
microeucariotas, c) procariotas y d) virus.

Mas all4 del tamano, el campo de la microbiologia es muy amplio. Abarca los tres
dominios de la vida con diferentes microorganismos clasificados como Bacteria, Archaea o
Eukarya. Todos los miembros de los dos primeros dominios son microorganismos
procaridticos que carecen de nucleos membranosos. El apodo "bacteria" se utiliza a
menudo, como en este libro, para referirse a los procariotas en general, ya que las bacterias
se clasificaban como eubacterias, mientras que las arqueas se clasificaban como
arqueobacterias. El tercer dominio, Eukarya, son eucariotas que tienen verdaderos ntcleos
unidos a la membrana. Esta caracteristica definitoria es comtin no solo a plantas y animales,

sino también a una variedad de microorganismos, incluidos hongos, protozoos y algas.

La clasificacion de organismos ha sido revolucionada por avances extraordinarios

en biologia molecular que permiten la secuenciacion de cromosomas en su totalidad. Entre
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las procariotas, estos métodos han expuesto una abrumadora cantidad de diversidad
genética dificil de conciliar dentro de la jerarquia tradicional de categorias taxondmicas.
Una parte importante del problema es que la reproduccion sexual como caracteristica
definitoria a nivel taxondémico de una especie no se aplica a las procariotas, que
generalmente se multiplican por fision binaria asexual. Otra parte intrigante de este dilema
es que ahora es posible identificar microorganismos en la naturaleza que no se pueden
aislar y cultivar en cultivos de laboratorio. Tales esfuerzos sugieren que los
microorganismos no cultivables representan mas del 90% de la diversidad total de la

mayoria de las poblaciones microbianas procariotas.

En comparacion con las eucariotas, las procariotas se encuentran entre los
organismos mas abundantes, extendidos y funcionalmente diversos de la Tierra. Por lo
general, hay de 10° a 10° células en un mililitro de agua dulce y de 10® a 10° células en un
gramo de suelo. Los inventarios globales indican que casi 10% células de bacterias habitan
la Tierra e incluyen hasta 10" (es decir, un billén) de especies diferentes, segin algunos
modelos ecologicos (Mora et al., 2011; Locey y Lennon, 2016; Louca et al., 2019). Esto es
varios 6rdenes de magnitud mayor que el niumero de 108 a 10° especies pronosticado para
eucariotas. En lo que respecta a la biomasa total, las estimaciones globales son del orden de
500 a 700 GtC (giga toneladas métricas de carbono), con 1 GtC = 10> kg de carbono. Se
estima que, en conjunto, los procariotas representan entre el 15% y el 48% (81 a 327 Gt C)
de la masa total de carbono en la Tierra, con hasta el 90% de la biomasa procariota que
reside en sistemas de aguas subterraneas terrestres y debajo del lecho marino (Kallmeyer
et al., 2012; Bar-On et al., 2018; Magnabosco et al., 2018).

2.1 Estructura de la célula procariota

Los procariotas son entidades vivientes con un tamano caracteristico y una
estructura celular distinta. Estan rodeadas por complejos envoltorios de multiples capas
que sirven como limite protector entre el interior y el exterior de las células individuales
(Konhauser, 2007; Kleanthous y Armitage, 2015). La envoltura celular también proporciona
fuerza fisica y forma a las bacterias, apoya la generacion de energia para el crecimiento y la
division, permite el paso selectivo de nutrientes desde el exterior y productos de desecho
desde el interior, facilita la motilidad y permite que las células interactiien con su entorno.
La envoltura celular de casi todas las bacterias consta de dos capas principales: una
membrana citoplasmatica interna (también conocida como membrana plasmatica) y una

pared celular externa.

La membrana citoplasmatica estd formada por una bicapa de lipidos y proteinas
que contribuyen al transporte activo de solutos, a los procesos metabdlicos y a la
comunicacion entre la célula y el medio ambiente. La mayoria de los lipidos son
fosfolipidos compuestos por acidos grasos unidos a un fosfato de glicerol mediante enlaces

éster en las bacterias y enlaces éter en las arqueas. Las moléculas polares pequenas pueden
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difundirse a través de la bicapa lipidica, pero el paso de iones y moléculas polares grandes
estd restringido y depende de proteinas de transporte especificas incrustadas en la
membrana. La viabilidad de las células procariotas depende en gran medida de la
integridad fisica de la membrana citoplasmatica, ya que un fallo estructural provoca la

muerte celular.

Existen dos tipos basicos de paredes celulares procariotas que se distinguen por su
respuesta a la tincion de Gram, una antigua prueba para la clasificacion de bacterias
mediante microscopia Optica (Figura2). Las paredes celulares de las bacterias Gram
positivas estan formadas por peptidoglicano (un entramado de mucopolisacaridos
reticulados en tres dimensiones por puentes peptidicos) y diversos polimeros secundarios
(&cidos teicoicos o teichurdnico y proteinas). En cambio, las paredes de las bacterias Gram
negativas contienen lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas dispuestos en una bicapa de
membrana (la membrana externa). Entre la membrana externa y la membrana
citoplasmatica hay una fina capa de peptidoglicano. Algunas bacterias tienen paredes
celulares que no son ni Gram positivas ni Gram negativas. Las paredes celulares de las
arqueas carecen del tipo de peptidoglicano que se encuentra en las bacterias y, en su lugar,
contienen pseudopeptidoglicano, glicoproteinas o solo proteinas. Ademads, las paredes
celulares procariotas son diferentes de las de las plantas eucariotas y los hongos, que estan

compuestas de celulosa y quitina, respectivamente.

b)

a)

- - b N m . S
Figura 2 - Micrografias electrénicas de transmisién de seccion delgada que muestran ejemplos de células
bacterianas Gram-positivas a) y Gram-negativas b). Las células estan rodeadas por una membrana plasmatica
(MP). Una pared celular de peptidoglicano (PG) rodea la célula Gram positiva, mientras que la pared celular
Gram negativa tiene una membrana externa (OM); entre la membrana externa y la membrana citoplasmatica
hay una fina capa de peptidoglicano. Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés),
que son producidas por muchos tipos de bacterias, son evidentes en la célula Gram-positiva. En la célula
bacteriana Gram negativa existe una capa superficial proteinacea de estructura regular (RS, por sus siglas en
inglés). Barras de escala = 80 nm.

ko

La pared celular es la responsable de dar soporte estructural y forma a las células
procariotas. En el caso que agentes como las lisozimas o los antibidticos dafien la capa de
peptidoglicano que soporta la tension, se producira la lisis celular (rotura de la membrana
de una célula) debido a la presion que produce la turgencia del citoplasma sobre la pared
celular. Una buena analogia de la turgencia es la fuerza que empuja hacia fuera un globo
lleno de agua. En cuanto a la forma de la célula, la mayoria de las bacterias presentan una
de las tres morfologias bésicas: cocos esféricos, bacilos con forma de bastén o variedades

curvas que van desde el vibrio con forma de coma hasta las espirales alargadas. Aunque
5
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muchas existen como células solitarias, algunas permanecen unidas en parejas, tétradas

cuboidales, cadenas o ciimulos aleatorios, dependiendo de la geometria de la division

celular (Figura 3).

Figura 3 - a) Fotomicrografia de epifluorescencia de células bacterianas con forma de cocos que crecen en
tétradas. b) Fotomicrografia de contraste de interferencia diferencial de bacterias con forma de bastén que
crecen en cadena entre vainas bacterianas filamentosas vacias. Barras de escala = 4.0 ym.

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés) compuestas
principalmente por polisacdridos acidos (carbohidratos de moléculas de azticar enlazadas)
y proteinas son a menudo secretadas en cantidades copiosas por procariotas para formar
revestimientos externos hidratados alrededor de las células (Figura 2a). Estas capas de EPS
muestran un alto grado de variabilidad estructural, que va desde capas viscosas difusas
hasta capsulas y vainas altamente organizadas. Dos propiedades fisicoquimicas de las EPS
contribuyen a sus funciones. En primer lugar, estas capas que recubren la superficie celular
estdn muy hidratadas y la protegen contra el déficit de humedad y la pérdida de agua. En
segundo lugar, la desprotonacion (la transferencia de un protén en una reaccién acido-
base) de los grupos funcionales 4cidos fomenta el desarrollo de una carga superficial
negativa neta. Esto permite que las EPS funcionen como una resina de intercambio idnico
(sorbente) para la captura de nutrientes disueltos y la proteccion contra agentes quimicos
toxicos. Las EPS desempefian otras funciones importantes, entre las que se incluyen la
colaboracion en el reconocimiento de otras células, la adhesion a las superficies y la

formacién de biofilm.

Muchos procariontes poseen regularmente matrices superficiales proteicas
estructuradas (capas RS o S) en el exterior de sus paredes celulares (Figura 2b). Estos son
conjuntos de subunidades de proteinas dispuestas en formatos de empaquetamiento lineal,
cuadrado, tetragonal o hexagonal. Los poros se encuentran entre las subunidades de
proteinas que se extienden completamente a través de la matriz, proporcionando canales
abiertos de 2 a 3 nm de didmetro a la pared celular subyacente. Esto permite que las capas
de RS funcionen como un tamiz molecular, permitiendo el paso de moléculas pequenas y
excluyendo grandes agentes letales como las enzimas degradantes de la pared, asi como
protegiendo las células del ataque de virus bacteridfagos o bacterias depredadoras como
Bdellovibrio.
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Entre las bacterias, los flagelos son filamentos de proteinas helicoidales de
aproximadamente 20 nm de diametro y hasta 20 um de longitud que son responsables de
la motilidad de natacién (Figura 4a). Pueden ubicarse en uno o en ambos extremos de una
célula o estar dispuestos de manera uniforme (peritricosa) alrededor de una célula. Los
cuerpos basales de los flagelos estan anclados en la membrana citoplasmatica y consisten
en estructuras de anillo que actian como un motor eléctrico en miniatura. La rotacion
flagelar es impulsada por la energia obtenida del transporte activo de iones a través de la
membrana citoplasmatica. Cuando los flagelos giran en el sentido de las agujas del reloj,
las células nadan hacia adelante, mientras que la rotacidon en sentido contrario a las agujas

del reloj produce un movimiento de voltereta.

Los pili (también llamados fimbrias) son apéndices de proteinas filamentosas finas
que tienen de 2 a 10 nm de didmetro y hasta varios micrometros de longitud (Figura 4b).
Se extienden hacia el exterior desde la membrana citoplasmatica a través de la pared
celular, pero no tienen estructuras de anclaje complejas andlogas a los cuerpos basales
flagelares. Algunos pili juegan un papel en la facilitacion de la unién de los procariontes a
las superficies, mientras que otros permiten la transferencia de material genético entre las
células en un proceso llamado conjugacion. Otro grupo, conocido como pili de tipo IV, es
capaz de contraerse y causar un movimiento de espasmo que a veces es exhibido por células
adheridas a superficies. Evidencia adicional sugiere que la motilidad de deslizamiento de
algunas bacterias sobre superficies solidas depende, al menos parcialmente, de la
produccién de pili de tipo IV. Otras indicaciones sugieren que los flagelos de Archaea se

parecen a los pili de tipo IV, en contraste con los de las bacterias.

Figura 4 - a) Se muestra una microfotografia de epifluorescencia de células de Bacillus subtilis con flagelos
peritricos marcados con una tincion fluorescente verde (reproducida bajo los términos de la licencia Creative
Commons Attribution 3.0 de Wang et al., 2017). b) Se observa una tincién negativa de micrografia electrénica
de transmision de pili tipo 1V (flecha) en Pseudomonas aeruginosa (reproducida bajo los términos de la licencia
Creative Commons Attribution 3.0 de Chanyi y Koval, 2014). Barras de escala = 500 nm.

Para sobrevivir a periodos de estrés ambiental, algunos géneros de bacterias (como

Bacillus y Clostridium) forman estructuras inactivas, resistentes y no reproductivas llamadas

endosporas. Las células individuales que se someten a esporulacion producen una unica
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endospora internamente dentro del citoplasma. La endospora, una vez ensamblada,
contiene un nucleo de ADN y ribosomas rodeado por una capa protectora con multiples
capas de peptidoglicano y proteinas. Las endosporas son inactivas y no muestran
metabolismo detectable. Pueden sobrevivir a tensiones fisicas y quimicas extremas, como
radiacion ultravioleta, temperaturas extremas, desinfectantes y desecacion. En este estado
inanimado, las endosporas pueden permanecer viables durante cientos o miles, quizas

incluso millones de afos.

2.2 Crecimiento celular y entorno

Si bien los procariotas son abundantes y estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, sus tasas de crecimiento y funciones metabolicas son sensibles a las condiciones
ambientales. Esto incluye parametros fisicos y quimicos como la temperatura, la presion, el
pH, el potencial de oxidaciéon-reduccion (redox), la fuerza idnica y la disponibilidad de
nutrientes. En algunos entornos con condiciones extremas, como temperaturas elevadas o

PH bajo, los procariotas son la tinica forma de vida capaz de sobrevivir y crecer.

De todas las propiedades ambientales, la temperatura ejerce un efecto
particularmente fuerte sobre el crecimiento procariota. Esto se debe a que las tasas de
reaccion quimica y metabdlica aumentan con la temperatura siguiendo la relacion de

Arrhenius, tal y como se muestra en la ecuacion (1).
k = A e—Ea/RT (1)
donde:

= coeficiente de velocidad de reaccion (1/T)
A = factor de frecuencia de colision (1/T)

Ea = energia de activacion de la reaccion (ML?)/(T*mol)

constante universal de los gases (ML?)/(T*°K mol)

T = temperatura absoluta (°K)

Los procariotas suelen crecer mejor cerca de una temperatura Optima caracteristica.
La temperatura optima de crecimiento de los procariotas psicréfilos (amantes del frio)
ronda los 10 °C, mientras que los termofilos (amantes del calor) prefieren temperaturas
superiores a 40 °C. Los procariotas mesdfilos crecen bien a temperaturas medias entre 20 y
40°C. En los extremos, los procariotas sobreviven a temperaturas tan bajas como -20 °Cy
tan altas como 120 °C, siempre que el agua se mantenga en estado liquido por sales

disueltas y alta presion, respectivamente.

La exposicion a altas presiones tiende a impedir el crecimiento de los procariotas
acostumbrados a la presion atmosférica. Pero entre los que viven en entornos oceanicos
profundos y subsuperficiales de alta presion, se han encontrado microbios clasificados
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tanto como barotolerantes (capaces de tolerar altas presiones) como barofilos (que necesitan
altas presiones para funcionar). Estos procariotas son capaces de estabilizar sus membranas
citoplasmaticas alterando la composicion de 4acidos grasos de los fosfolipidos para

compensar los gradientes de presion extremos entre el interior y el exterior de las células.

Definido como el logaritmo negativo de la concentracién molar de protones (ion
hidrégeno, H), el pH se considera una variable maestra en quimica y biologia. El pH se

define en la ecuacion (2).

pH = —log[H*] (2)

Esto se debe a que los protones intervienen en casi todos los tipos de reacciones
quimicas y metabodlicas, incluidas las reacciones acido-base, de complejacién acuosa, de
adsorcion superficial y redox. La gran mayoria de los procariotas se sienten cémodos
creciendo en el intervalo de pH neutro de la mayoria de las aguas naturales, desde
alrededor de 5.7 para el agua metedrica pristina hasta alrededor de 8,0 para el agua de mar.
Los acidoéfilos, en cambio, estan adaptados a pH < 3.0, por ejemplo, en el drenaje acido de
las minas y en las aguas termales acidas. En el otro extremo del espectro de pH se
encuentran los alcalifilos, que viven a pH > 10 en lagos salinos alcalinos y suelos calizos

alcalinos.

Los potenciales redox ambientales, medidos con un electrodo de platino, se suelen
describir en términos de presencia (aerdbico, dxico) o ausencia (anaerobico, andxico) de
oxigeno. Se trata de una simplificacion del significado electroquimico del potencial de
oxidacion-reduccion (Eh), que se define en relacion con el electrodo estandar de hidrégeno
para una reaccion genérica de semicelda en la que intervienen oxidante (ox) y reductor (red)

conjugado (ecuacion (3)) mediante la ecuacion de Nernst (ecuacion (4)).

ox +nH* + ne” =red (3)

2.303RT . ([ox][H*]™)
Eh = ER® + log [red]

e (4)

Basandose en la ecuacion de Nernst, los potenciales redox (Eh) elevados son
indicativos de condiciones oxidantes (mayor abundancia de especies quimicas oxidadas),
mientras que los valores de Eh mas bajos corresponden a condiciones reductoras (dominan
las especies quimicas reducidas). Ademas, el Eh tiende a disminuir con el aumento del pH
debido a la dependencia logaritmica de la concentracién de protones. Cuando las
concentraciones de oxidantes (0x) y reductores (red) son iguales a pH = 0 (las llamadas

condiciones estandar), entonces Eh es igual al potencial estandar de media célula Eho.
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El uso de electrodos de platino para medir potenciales redox ambientales se basa
histéricamente en el trabajo de C.E. Zobell con sedimentos marinos (Zobell, 1946). Sin
embargo, los sedimentos y los sistemas de aguas subterrdneas rara vez se encuentran en
equilibrio termodindmico con respecto a las reacciones de oxidacion-reducciéon. Ademas,
muchos oxidantes (como el oxigeno molecular) y reductores (como el carbono organico)
importantes no reaccionan de forma reversible en electrodos de platino. Por estas razones,
las mediciones de Eh no han demostrado ser cuantitativamente significativas en entornos

acuosos, incluidos los sistemas de aguas subterraneas (Lindberg y Runnells, 1984).

Cuando se trata del crecimiento procariota, la distincion entre condiciones aerdbicas
(presencia de oxigeno molecular) y anaerdbicas (ausencia o bajo nivel de oxigeno
molecular) es mas importante que el hecho de que un entorno especifico sea oxidante o
reductor. Muchos procariotas, y casi todos los eucariotas, necesitan oxigeno para sobrevivir
y crecer. El limite inferior para estos aerobios estrictos es aproximadamente el 1 por ciento
(denominado punto Pasteur) de la concentracion de oxigeno atmosférico (pO: = 0.21 atm);
sin embargo, un gran nimero de otros procariotas pueden crecer en ausencia de oxigeno
como anaerobios facultativos o estrictos (Stolper et al., 2010). Este es el principal motivo por
el que las comunidades procariotas complejas prosperan en entornos aislados del contacto

directo con la atmdsfera, como los sedimentos y los sistemas de aguas subterraneas.

La fuerza ionica de las aguas naturales tiene multiples implicaciones para el
crecimiento procariota, especialmente en términos de actividad del agua y equilibrio
osmoético. Como medida de la concentracidon de iones en solucion, la fuerza idnica molar I

(mol/L) se calcula para n especies idnicas como se muestra en la Ecuacion (5).

n
1 2
I = E CiZ; (5)
i=1
donde:
ci = concentracion molar de especies ionicas i (mol/L?)
zi =  cargaionica (sin dimensiones)

Debido a que no siempre es posible (o factible) obtener un anadlisis quimico
completo de todos los iones disueltos en la solucién, una aproximacion conveniente para
la fuerza iénica molar en funcién de los sélidos disueltos totales (TDS en mg/L) viene dada

por la Ecuacion (6).

1 =(2.5x%x1075)TDS (6)

Un aumento de la fuerza idnica hace que la solucién se aleje del comportamiento
ideal, haciendo que las interacciones idnicas y moleculares dependan mas de las

actividades (concentraciones efectivas adimensionales, ai) que de las concentraciones
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absolutas. Considerando la concentracién de la especie quimica i en la solucion en relacion
con una concentraciéon estdndar ¢, (tomada como unidad para una fase pura) y el
correspondiente coeficiente de actividad yi (que disminuye en funcién del aumento de la
fuerza ionica), la actividad se calcula como se muestra en la Ecuacién (7).

Ci

a =Y~ (7)
p

En el caso de los procariotas, una mayor fuerza iénica y una menor actividad de los
solutos pueden impedir el crecimiento al ralentizar la velocidad de las reacciones quimicas
y metabolicas (Small et al., 2001). Una consecuencia mucho mas grave es la disminucién de
la actividad del agua que acompafia al aumento de los TDS y de la fuerza idnica. De hecho,
pocos procariotas pueden tolerar actividades del agua muy por debajo de 0.98, que
corresponde aproximadamente a la salinidad del agua de mar. Con una actividad del agua
inferior, el agua es extraida de las células por ésmosis, lo que interrumpe el crecimiento
celular normal. No obstante, algunos procariotas (haléfilos) consiguen crecer en salmueras
(> 20% NaCl en peso) con niveles de actividad del agua extremadamente bajos (hasta 0.80

aproximadamente).

El crecimiento de los procariotas implica generalmente un aumento del nimero de
células individuales (Allan y Waclaw, 2019). En condiciones ideales de laboratorio con un
suministro ilimitado de nutrientes, la tasa diferencial de aumento del niimero de células
con respecto al tiempo (f) depende de la frecuencia de division celular, especificada por la
constante de velocidad de crecimiento (i), y del nimero de procariotas que estan creciendo
(N), como muestra la Ecuacién (8).

AN
i (8)
ar M

La integracion da como resultado la conocida ecuacion de crecimiento exponencial
(Ecuacion (9)), es decir, el aumento progresivo del numero de células procariotas a lo largo

del tiempo (Figura 5).

Nt = NO e“t (9)

con un tiempo de duplicacion caracteristico T = In(2)/u = 0;693/u (Allan y Waclaw, 2019).
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Figura 5 - a) llustracion del crecimiento microbiano y del aumento exponencial del nimero de células en
funcion del tiempo. b) Grafico del logaritmo natural del nimero de células en funcion del tiempo, donde la
constante de velocidad de crecimiento y es la pendiente de la linea.

Una limitacion importante del modelo de crecimiento exponencial es que no tiene
en cuenta la influencia de la disponibilidad de nutrientes en la velocidad de crecimiento de
los procariotas. Esta situacion se describe mediante la ecuacion de Monod ampliada que se

muestra en la ecuacion (10).

(K +5) (10)
En donde:
Hmax = constante de velocidad de crecimiento maxima (1/T)
S = concentracién de un tinico nutriente limitante (es decir, cuando hay un
exceso de otros nutrientes) (M/L?)

Ks = concentracion de nutrientes que corresponde a la mitad de p,,,, (M/L?)
m = coeficiente de energia de mantenimiento de los procesos metabdlicos

que mantienen vivas las células (1/T) (Figura 6)
12
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Figura 6 - Dependencia de la constante de velocidad de crecimiento p en funcion de la
concentracion de sustrato segun la ecuacién de Monod ampliada. A medida que aumenta la
concentracion de sustrato, el valor de u se aproxima asintdticamente a la constante de
velocidad de crecimiento maxima pmax. La concentracion de sustrato, igual a KS,
corresponde al punto en el que p es igual a la mitad de (umax + m). La concentraciéon minima
de sustrato necesaria para el mantenimiento de la energia equivale a Smin.

La ecuacion de Monod indica que un suministro creciente de nutrientes promueve
una mayor frecuencia de division celular y velocidades de crecimiento mas rapidas; sin
embargo, existe un limite metabdlico finito a la velocidad a la que pueden crecer las células
(umax) mas alld del cual las velocidades de crecimiento se vuelven independientes de la
disponibilidad de nutrientes. También existe una concentracién minima de sustrato (Smin)
impuesta por las necesidades energéticas de mantenimiento. En Swin, el crecimiento celular
se detiene (u =0). Si se reordena la ecuacion (10) para las células que permanecen vivas pero

no crecen, se obtiene la ecuacion (11).

_ mKs (11)

Smi Hmax

En entornos naturales, especialmente en sistemas de aguas subterraneas, las
concentraciones de nutrientes estan normalmente mucho mas cerca de Swin que de Ks. En
estas condiciones cercanas a la inanicidn, los procariotas crecen lentamente, si es que lo
hacen (Hoehler y Jorgensen, 2013; LaRowe y Amend, 2015, 2019). El niimero de células
suele ser bajo y tiende a permanecer constante a lo largo del tiempo en un equilibrio entre
el crecimiento celular y la pérdida de células debido a la muerte o a la eliminacion fisica del
sistema. En esta situacion, el cambio en el nimero de células a lo largo del tiempo adopta

la forma de la ecuacién (12).
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dN

Tf = MV — kN = (u— kN (12)

Se anade una constante de decaimiento k« para tener en cuenta la velocidad a la que
se pierde el numero de células (Allan y Waclaw, 2019). Si la velocidad de crecimiento y
pérdida son iguales, el nimero de células no cambiard con el tiempo. Esta situacién es
representativa de una condicién de estado estacionario. Cuando la velocidad de
crecimiento es mayor que la tasa de pérdida, el nimero de células aumentara. Por otro lado,
el nimero de células disminuira si la velocidad de crecimiento es menor que la tasa de

pérdida de células.

Aungque la relaciéon de Monod tiene en cuenta el suministro de nutrientes, no aborda
la cuestion de la calidad de los mismos. Los nutrientes esenciales necesarios para el
crecimiento celular incluyen fuentes de carbono, nitrégeno, fdsforo, azufre, potasio,
magnesio, calcio, oxigeno y hierro. Los nutrientes traza incluyen elementos como el
manganeso, el cobre, el cobalto, el zinc y el molibdeno. Todos estos nutrientes pueden
obtenerse para satisfacer las necesidades especificas de crecimiento de diferentes
microorganismos procariotas a partir de una amplia variedad de materiales organicos e
inorganicos. Pero la disponibilidad por si sola no hace que un compuesto nutritivo sea
mejor que otro. Hay otros factores que entran en juego, como el tamano y la estructura
molecular, la solubilidad y la carga idnica. Por ejemplo, el valor nutritivo de los materiales
insolubles de gran tamario suele ser inferior al de las moléculas solubles mas pequefias. Del
mismo modo, la ramificacion y las estructuras anulares en la columna vertebral de carbono
de los compuestos organicos complejos restringen el procesamiento metabolico. Cuando se
trata de la absorcion de nutrientes idnicos, las células deben recurrir al transporte activo

porque los iones no pueden difundirse libremente a través de la membrana citoplasmatica.

Las células procariotas son en su mayor parte agua (80%), por lo que su densidad
aparente es casi la misma que la del agua. Esto hace que los procariotas sean bastante
flotantes, lo que permite un crecimiento planctonico libre y no confinado en suspension
acuosa (Figura 7a). También hace que los procariotas sean susceptibles al transporte
advectivo y a la dispersién como particulas en suspension en aguas en movimiento.
Algunos procariotas estan bien adaptados al crecimiento plancténico y pueden sobrevivir
largos periodos de inanicion en las condiciones de escasez de nutrientes diluidos que
prevalecen en la mayoria de las aguas naturales; sin embargo, la realidad es que la mayoria
de los procariotas crecen en biopeliculas adheridas a superficies (McDougald et al., 2012;
Marshall, 2013). Estas comunidades procariotas adherentes estan formadas principalmente
por EPS y otros biopolimeros que inmovilizan las células vivas en las superficies
(Figura 7b). En comparacion con sus homologos planctonicos, los procariotas que crecen

en biopeliculas se benefician directamente de las fuerzas interfaciales solido-liquido, como
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la tension superficial y la adsorcion de iones, que contribuyen a la acumulacion y mayor

accesibilidad metabdlica de los nutrientes.

Figura 7 - a) Microfotografia de epifluorescencia de bacterias planctonicas de una muestra de agua
dulce. Barra de escala = 20 uym. b) Micrografia electrénica de transmision de seccion delgada que
muestra microcolonias de bacterias de biopelicula epilitica (indicadas con flechas) rodeadas de
grandes cantidades de sustancias poliméricas extracelulares fibrosas. Barra de escala = 1.0 ym.

Por regla general, la abundancia numérica de los organismos vivos aumenta a
medida que disminuye su tamano. Las entidades bioldgicas mas pequefias y abundantes
en la naturaleza son los virus, seguidos de los procariotas y, a continuacion, los eucariotas.
Por término medio, el nimero de virus suspendidos en una muestra tipica de agua
subterrdnea superficial o poco profunda se aproxima a 107 por mL, seguido de 10°
procariotas por mL y 10? organismos eucariotas unicelulares por mL (Kyle et al., 2008). Las
cifras totales son atin mayores en muestras de suelos y sedimentos, que pueden contener
hasta 10 virus, 10° procariotas y 10° eucariotas por gramo. Esto implica que una gran
mayoria de los microorganismos de los entornos subsuperficiales crecen en biopeliculas

adherentes sobre superficies minerales (McDougald et al., 2012; Marshall, 2013).

2.3 Transporte de masas y consideraciones bioenergéticas

El reconocimiento de la abundancia y de la enorme diversidad genética de los
procariotas se compensa con las inevitables limitaciones que la fisica y la quimica imponen
ala vida. Los principales procesos fisicos que afectan a la vida procariota estan relacionados
con la dindmica de fluidos y el transporte de masas de solutos, incluidos los nutrientes
esenciales y los productos de desecho metabolicos. Al mismo tiempo, ningtin organismo
vivo puede escapar a las leyes de la termodindmica quimica que rigen la espontaneidad y
el progreso de los procesos metabdlicos, incluidas las reacciones catabdlicas que producen

energia y las reacciones anabolicas biosintéticas.

Debido a su pequeno tamano, las células procariotas existen en condiciones en las
que las fuerzas viscosas dominan sobre las fuerzas inerciales. La relacion adimensional
entre las fuerzas inerciales y las viscosas corresponde al nimero de Reynold (Re), que se

utiliza en dindmica de fluidos para predecir diferentes patrones de flujo en funcién de la
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densidad del fluido (p), la velocidad relativa del flujo (u), la escala de longitud lineal

caracteristica (L) y la viscosidad dindmica (u), como se muestra en la ecuacion (13).

__pul

Re ==

(13)

A bajos numeros de Reynold caracteristicos de procariotas en el rango de tamafio
de 10-6 m (Re << 1), el agua fluye en direccion paralela a las superficies celulares de forma
laminar suave. En efecto, esto aisla a las células procariotas dentro de una capa limite
viscosa de agua, incluso en presencia de altas velocidades de flujo de agua subterranea (>
100 m/d) y turbulencia que se produce en algunos acuiferos karsticos (Shoemaker et al.,
2008).

Los solutos disueltos son arrastrados por adveccion a la misma velocidad relativa y
en la misma direccion que el agua en la capa limite de flujo laminar alrededor de las células.
Dado que el flujo de agua discurre paralelo a la superficie de las células, no es posible el
acceso directo a los nutrientes esenciales ni la dispersién de los productos de desecho
metabodlicos mediante el transporte de masa advectivo. Para superar esta limitacion, los
procariotas recurren a la difusién molecular para mediar en el transporte lateral de masa

de solutos hacia las células y lejos de ellas.

De acuerdo con la primera ley de Fick, el flujo difusivo (F,; moles/m?s) en una
direccion perpendicular a la superficie de una célula depende del coeficiente de difusion
(D; m?/s) y del cambio en la concentracion de un soluto con respecto a la distancia desde la

superficie de la célula (dC/dx; moles/m*) como indica la ecuacion (14).

dc

Fe=D-— (14)

Esta relacién implica que los gradientes de concentracion mas altos (mas
pronunciados) aumentardn las tasas de transferencia de masa difusional para los

microorganismos procariotas.

Las tasas metabolicas de absorcién de nutrientes y excrecién de residuos
desempefian un papel decisivo en el desarrollo y mantenimiento de los gradientes de
concentracion alrededor de las células. En concreto, la absorcion de nutrientes tendera a
reducir las concentraciones de solutos en la superficie celular en relacion con las
concentraciones de la corriente principal circundante, estableciendo asi un gradiente de
concentracion hacia la célula. La excrecion de residuos tendra el efecto contrario en las
concentraciones de solutos, lo que dara lugar a un gradiente de concentraciéon que se aleja

de la célula. Por otro lado, las concentraciones mas altas de solutos nutrientes en la corriente
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principal o las concentraciones mas bajas de residuos en relacion con las concentraciones
de la superficie celular serviran para aumentar los gradientes de concentracion y la
transferencia de masa difusional en beneficio de las células microbianas. Por el contrario,
una disminucion de las concentraciones de nutrientes principales o un aumento de las
concentraciones de residuos tendran un efecto opuesto en los gradientes de concentracion,
lo que provocard un recorte de la transferencia de masa difusional y una posible

desnutricién metabdlica.

La adopcion de un tamafio de célula mayor con una mayor superficie parece que
seria una estrategia util para mitigar las limitaciones de difusion. Sin embargo, la distancia
de difusion hasta el centro de la célula bacteriana cocoide esferoidal (el radio de la célula)
es mayor que para una célula en forma de baston del mismo volumen (Figura 8). Ademas,
el tiempo de difusion (t) varia en proporcion al cuadrado de la distancia de difusion (/) y

del coeficiente de difusion molecular (D), como muestra la ecuacion (15).

t=—— (15)

Para duplicar el tamafio (volumen) de una célula cocoide con un radio inicial de 1.0
um, la distancia de difusién respectiva aumentara un 30% hasta 1.3 pm y el tiempo de
difusién del soluto correspondiente aumentara casi un 70%. Por el contrario, las distancias
y los tiempos de difusién permanecen invariables en una célula en forma de bastén de radio

fijo que duplica su volumen por elongacién en lugar de expandirse hacia el exterior.
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Radio r=1.0um
Area A=12.6um?
Volumen V=42um?
e . A

Relacion drea de la superficie/volumen v 3.0 um?
Radio rf=13um
Area A=19.9um?
Volumen V=_8.4um?
Relacién drea de la superficie/volumen g =2.4 um?

Radio r.=0.74um

Length L=20r,

Area A=13.7 um?
: Volumen V=42um?
- Relacidn drea de la superficie/volumen g =3.3 um?

Radio r.=0.74um Llength L=53r,
L h Area A=250um?
Relacion drea de la superficie/volumen g =3.0 um?
Figura 8 - Relaciones entre las escalas de longitud caracteristicas (radio) de las células bacterianas en forma

de cocoide esferoidal y de bastén con las correspondientes superficies celulares, volimenes celulares y
relaciones superficie/volumen.

La cuestion de la termodindmica se reduce a cémo los diferentes tipos de
microorganismos generan y conservan la energia necesaria para el crecimiento y la
reproduccion por division celular (Bethke et al., 2011; Bird et al., 2011). Todas las formas de
vida, incluidos los microorganismos, dependen estrictamente de las reacciones de
oxidacion para generar energia. En estas reacciones, una sustancia quimica reducida sufre
una oxidacion con transferencia de electrones a otra sustancia quimica mas oxidada. Estas
reacciones son espontaneas y exergonicas, lo que corresponde a una energia de Gibbs de
reaccion negativa (AGr). La cantidad de energia que se libera es directamente proporcional
ala diferencia del potencial redox (AEh) entre las reacciones de semicelda (o semirreaccion)
del donante de electrones reducido y del aceptor de electrones oxidado, como se muestra

en la ecuacion (16).

AGT‘ = —nFAEh = —nF (Ehaceptor de electron — Ehdonante de electron) (16)

En donde:

numero de electrones transferidos en la reaccidén

— S
oo

constante de Faraday (C/mol)

Los valores Eh del aceptor y del donante de electrones vienen dados por la ecuaciéon
de Nernst (ecuacion (4)).
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Los dos tipos principales de vias de generacion de energia son la respiracion y la
fermentacion. La respiracion implica la transferencia de electrones a través de una cadena
de intermediarios metabodlicos, terminando finalmente con un aceptor terminal de
electrones. En varios pasos de la cadena de transporte de electrones, la energia liberada se
captura en forma bioquimica como trifosfato de adenosina (ATP). En la fermentacion, el
ATP se forma cuando un compuesto quimico de estado de oxidaciéon mixto se divide en
dos, con una parte oxidada y la otra reducida. En comparacion con la respiracién, el
rendimiento energético de la fermentacion tiende a ser menor. Por este motivo, la
respiracion es la via de generacion de energia preferida de la mayoria de los organismos de

la Tierra.

La respiracion aerobica que utiliza oxigeno molecular como aceptor terminal de
electrones produce la mayor cantidad de energia. Ello se debe al elevado potencial redox
estandar (Eh =1.23 V) de la semirreaccion oxigeno-agua en relacion con el de las sustancias
quimicas que pueden servir como donadores de electrones (Tabla 1). Pero lo que realmente
diferencia a los microorganismos (especialmente los procariotas) de otras formas de vida
es la amplia gama de otros aceptores terminales de electrones que se utilizan cuando no

hay oxigeno disponible. Es lo que se denomina respiracion anaerobica.
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Tabla 1 - Potenciales estandar de algunas semirreacciones de aceptor y donante de electrones.

Aceptores de electrones ER° (V)
1/40,+ H* + e~ =1/2H,0 1.23
1/5N03 + 6/5H* + e~ = 1/10N; + 3/5H,0 1.24
1/2Mn0, + 2H* + e~ = 1/2Mn?* + H,0 1.22
Fe(OH); + 3H* + e~ = Fe?* + 3H,0 1.07
1/8S03" +9/8H* +e” = 1/8HS™ +1/2H,0 0.25
1/8CO, + H* + e~ =1/8CH, + 1/4H,0 (metano) 0.17

Donores de electrones

H*+e” =1/2H, 0.00
1/6C0, + H* + e~ = 1/6 CH;0H + 1/6 H,0 (metanol) 0.03
1/4C0, + H* + e~ = 1/4CH,0 + 1/4 H,0 (formaldehido) -0.07
1/2C0, + H* + e~ = 1/2HCOOH (4cido férmico) -0.20
CO, + H* + e~ = 1/2C,H,0,4 (acido oxalico) -0.48
1/6C0, + H* + e~ =1/12C,H, + 1/3 H,0 (etileno) 0.07
1/6C0, + H* + e~ = 1/12C,Hs0H + 1/4 H,0 (etanol) 0.09
1/8C0, + H* + e~ = 1/8CH3COO0H + 1/4 H,0 (4cido acético) 0.12
1/4 CO, + H* + e =1/24C¢H,,04 + 1/4H,0 (glucosa) -0.01

La forma convencional de explicar la respiracién anaerdbica utiliza la imagen
iconica de los peldafios de una escalera energética, en la que cada intervalo descendente
corresponde a una semirreaccion de aceptor de electrones terminal con un potencial redox
estindar mas bajo. Asi, la secuencia de aceptores de electrones terminales para la
respiracion anaerodbica, citada a menudo y que merece la pena memorizar, es la siguiente:
nitrato, seguido de Mn(IV), Fe(Ill), sulfato y, por ultimo, didxido de carbono. Los
correspondientes reductores conjugados de los aceptores terminales de electrones son

nitrégeno, Fe(Il) y Mn(II), sulfuro y metano/acido acético.

Al mismo tiempo, la imagen de una escalera redox para la respiracién anaerobia en
varios aspectos no hace justicia a lo que ocurre en la naturaleza. En primer lugar, la escalera
se parece mas a un tobogdn, o continuo, porque AGr no depende tnicamente de Eh’
(Figura 9); en cambio, Eh es una variable critica determinada por las concentraciones reales
de oxidantes y reductores conjugados segun la ecuacion de Nernst (ecuacion (4)). En
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segundo lugar, la lista convencional de aceptores terminales de electrones no refleja
plenamente la gran cantidad de oxidantes potenciales disponibles para la respiracion
anaerdbica en entornos naturales. Entre ellos se incluyen diversas sustancias inorgdnicas y
organicas, algunas de las cuales son tdxicas para otros organismos. En tercer lugar, la
captacion de energia puede producirse simultdneamente en diferentes "peldafios” de la
escala redox dentro de un entorno medioambiental determinado, por diferentes grupos de

microorganismos o por una tinica comunidad microbiana que cambia de fuente de energia.

Oxigeno/H,0 T g
Nitrato /N, T 1
MnO,/Mn? [ :
Fe(OH)s/ Fe L

sulfato/HS (D 1

Didxidode | O pH 8.0 ¢m===)| pH 6.0 ]
carbono/CH,

" L "

04 02 00 02 04 06 08 10
Eh (V)

Figura 9 - Rango de potenciales de oxidacion reduccién (Eh) para aceptores de
electrones terminales comunes desde pH 6.0 (valores superiores) hasta pH 8.0
(valores inferiores). Los valores Eh se calcularon mediante la ecuacion de Nernst
(ecuacion (4)) a partir de las semirreacciones que figuran en la Tabla 1. Se asumié
una concentracion de 10 M para todas las especies quimicas disueltas distintas de
los aceptores de electrones terminales. Se asumié una concentracién de 10° M para
todas las especies quimicas disueltas distintas del H*, y una actividad unitaria para las
fases minerales sdlidas y el agua con valores atmosféricos de pCOz = 10350,
pO2 = 10068 y pN2 = 1001 atm.

2.4 Grupos metabalicos

La clasificaciéon de microorganismos procariotas tomado en cuenta su capacidad
metabodlica y su fisiologia es muy empleada para describir cuales son las funciones
especificas que tienen los microbios en el funcionamiento de un ecosistema (Amend y
Teske, 2005; Anderson et al., 2006; Shirokova y Ferris, 2013). Hay que senalar que los grupos
que se definen con base en estos criterios pueden incluir microorganismos que en un
principio no podrian ser clasificados como de este tipo si se considerasen solamente los
criterios filogenéticos que se emplean en taxonomia. Por ejemplo, los microorganismos
procariotas de varias lineas filogenéticas diferentes, incluidos varios filos y géneros en el
dominio de Bacteria, asi como algunas especies de Archaea, respiran de forma anaerobia
gracias a la reduccion del sulfato. A pesar de sus grandes diferencias filogenéticas, estos

microorganismos procariotas reductores de sulfato representan un grupo metabolico
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(fenotipico) distinto que desempena un papel ecoldgico de gran importancia en el ciclo

biogeoquimico del azufre y del carbono.

Ademas de esta categorizacion ecofisiologica basada en ser aceptores de electrones,
se pueden utilizar otros dos criterios adicionales para definir los grupos metabdlicos de los
microorganismos procariotas: la fuente de energia que se emplea para alimentar el
metabolismo celular y el proceso utilizado para adquirir el carbono que se necesita para

soportar el crecimiento celular.

Los microorganismos procariotas capturan energia de reacciones catalizadas por la
luz (fotdtrofos) o de la oxidaciéon de compuestos quimicos reducidos (quimidtrofos s)
(Figura 10). Si bien la disponibilidad de energia luminosa del sol restringe el habitat de los
fototrofos a ambientes superficiales, los quimidtrofos prosperan incluso en la oscuridad
total que se puede encontrar en las profundidades del océano y en los habitats subterraneos.
Entre los quimidtrofos, se identifican los organotrofos que oxidan sustancias organicas
reducidas, mientras que los litotrofos oxidan sustancias inorganicas como el amonio (NHz4"),
el sulfuro (52) o el hierro ferroso (Fe?*). En lo referente a la adquisicién de carbono, los
autotrofos dependen de la reduccidon del dioxido de carbono para producir material
organico celular. Por el contrario, los heterétrofos (a menudo se consideran sinénimos de
organotrofos) utilizan moléculas organicas preexistentes para fomentar el crecimiento y la
division celular. Los fotoheterdtrofos dependen de la luz para generar energia y de la
materia organica como fuente de carbono. Estos diversos términos brindan definiciones
ecofisioldgicas practicas para los diferentes grupos metabdlicos de microorganismos

procariotas que se encuentran en los sistemas naturales (Figura 10).
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Fuente de energia

Fototrofo Quimiotrofo

Donador de electrones

“ Inorganicos Organicos

Fotosintesis Fotosintesis Litétrofos Organotrofos
aerdbica anaeradbica

Fuente de carbono

Dioxido de carbono Materia organica

Heteré6trofo

Autétrofo

Figura 10 - Clasificacién de los grupos funcionales de los microorganismos basada en la fuente de energia 'y
de carbono.
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3 Los sistemas de aguas subterraneas como habitats
para la vida microbiana

Los tipos de lugares en los que crecen y se multiplican los organismos vivos suelen
describirse como habitats. Cada habitat se caracteriza por un conjunto de rasgos fisicos y
quimicos esenciales para sustentar la vida. En el contexto de la hidrogeologia, uno de los
parametros fisicos mas importantes para describir los distintos habitats es la magnitud de

la escala de longitud. En los sistemas de aguas subterraneas, las escalas de longitud se
extienden desde grandes distancias de 10° m (1 km) hasta distancias tan pequefias como

10°m (1 um), dependiendo de cdmo se defina el tamafio del habitat. La escala de longitud
es fundamental porque define otras propiedades fisicas importantes para la habitabilidad,
como las dreas de superficie y los voliimenes relativos de solidos, agua, aire y otros fluidos.
Estos factores no solo determinan dénde es posible que se refugie la vida, sino que también
influyen en el movimiento del agua (con vinculos a la ley de Darcy a través de la
conductividad hidraulica), la quimica de las aguas subterrdneas y los procesos de
transporte de masas reactivas (con vinculos a las relaciones de adveccion, dispersion y
reaccion).

A escala global, la enorme cantidad de agua que existe bajo tierra es dificil de
imaginar, con estimaciones de volumen que se disparan hasta, y por encima de, decenas de
millones de kildmetros ctibicos (Gleeson et al., 2015). Es casi tanta agua como la que hay en
algunas cuencas ocednicas. Pero, sorprendentemente, toda esa agua subterranea es en su
mayor parte invisible a la observaciéon macroscopica (> 10+ m) porque estd oculta en
espacios porosos intersticiales microscopicos (< 10# m) entre los granos minerales de los
sedimentos, asi como a lo largo de diaclasas y planos de fractura en el lecho rocoso. En
consecuencia, la relacion superficie mineral/volumen de agua en los sistemas de aguas
subterraneas supera con creces la de los medios superficiales. Sin embargo, en lo que
respecta al espacio vital real, la mayoria de los entornos subsuperficiales solo son accesibles

para los microorganismos.

Para hacerse una idea de las limitaciones del espacio fisico en los entornos
subterraneos, la Figura 11 compara el rango de tamano de diferentes formas de vida con
los didmetros de poro en arcillas y arenas no consolidadas, junto con los valores
correspondientes para esquistos, areniscas, dolomitas y anchos de apertura en rocas
fracturadas/articuladas. Aparte de algunas aberturas de fracturas y diaclasas mas anchas
que ocurren en las rocas, los macroeucariotas son demasiado grandes para vivir en
entornos de aguas subterraneas. Incluso los microeucariotas no consiguen caber, ya que su
rango de tamano es similar al didmetro de los poros de las arenas, lo que significa que
tienen muy poco espacio para crecer y dividirse. En cambio, el menor tamafio de los
procariotas les permite vivir cdomodamente dentro de la mayoria de las arenas porosas no
consolidadas. Aunque es posible el crecimiento plancténico y el movimiento entre poros,
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la mayoria de las células crecen en biopeliculas adheridas a granos minerales o superficies
rocosas. En general, los microorganismos adheridos dominan los sistemas de aguas
subterrdneas en términos de biomasa y actividad; sin embargo, existe un equilibrio
dindmico entre los procesos de adhesion y desprendimiento, ya que las bacterias transitan
entre los modos de crecimiento plancténico y adherido en respuesta a los cambios en las
condiciones ambientales, como la disponibilidad de nutrientes o las fluctuaciones en el
potencial de oxidacidon-reduccion. En los confines mas estrechos de los poros de las arcillas
y las rocas sedimentarias consolidadas, como las shales, el espacio empieza a convertirse en
un factor limitante no solo para las células procariotas, sino también para las particulas

virales individuales (Rebata-Landa y Santamarina, 2006).

Macroeucariota
Microeucariota | —

Procariota | —
Virus

Arcilla
Arenisca/Carbonato
Arena fina

Arena media

—a
W
Arena gruesa —=a
Fractura/Diaclasas | —

Wl
Shale | —
E———n
c—a

apertu ras en rocas

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4
Tamafio caracteristico - Diametro de poro - Ancho de apertura
(logiom)

Figura 11 - Comparacion de los diametros caracteristicos de los poros en sedimentos y de los
anchos de las aberturas de fracturas/juntas en rocas con el rango de tamafios de virus, procariotas,
microeucariotas y macroeucariotas. La linea discontinua azul representa el limite superior de
tamafio de todos los microorganismos, mientras que la linea discontinua roja define el limite inferior
de tamafio de los procariotas.
El descenso constante de las concentraciones de células microbianas a medida que
aumenta la profundidad del subsuelo estd bien documentado. En los sistemas de aguas

subterrdneas cercanas a la superficie, a profundidades inferiores a 100 m, el nimero de

células es, por término medio, de 10’/g en las muestras de sedimentos y de unos 10°/mL en

las muestras de aguas subterrdneas. Estas concentraciones celulares disminuyen hasta

valores medios respectivos de aproximadamente 10%/g y 10°/mL a profundidades >1000 m.
El aumento de la fuerza idnica con la profundidad se ha identificado como un factor
particularmente importante que contribuye a reducir el numero de células en el subsuelo
profundo. En la zona del suelo, la disminucién del nimero de microorganismos en un
intervalo de profundidad de 1 a 2m suele correlacionarse con la disminucion de la
concentracion de carbono orgdnico. Esto se debe a que los heterdtrofos aerdbicos degradan
y consumen materia orgdnica rica en celulosa procedente de las plantas. A mayores

profundidades, la relacion entre las concentraciones de células microbianas y el carbono
25

The GROUNDWATER PROJECT ©Los Autores Libre descarga en gw-project.org
Cualquiera puede usar y compartir los enlaces de gw-project.org links. La distribucién directa del libro esta estrictamente prohibida.



Microbiologia de Aguas Subterraneas F. Grant Ferris, Natalie Szponar, y Brock A. Edwards

organico se atenta, lo que implica un mayor papel de los microorganismos litoautdtrofos

en el ciclo del carbono subsuperficial profundo.

Otro parametro fisico importante que define los hébitats en los sistemas de aguas
subterrdneas es la temperatura (Amend y Teske, 2005; Taylor y Stefan, 2009; Bonte et al.,
2013a,b). La temperatura es un factor critico, ya que controla cuando y dénde el agua existe
en estado liquido, lo cual es un requisito absoluto para la vida. En el caso del agua pura, es
entre 0 y 100 °C a una presion estandar de 1 atm. Las tasas de los procesos metabdlicos y
las reacciones quimicas, asi como la estabilidad de las biomoléculas, dependen de la
temperatura. La densidad y la viscosidad del agua también son sensibles a la temperatura,
al igual que el transporte de metabolitos y otras sustancias quimicas por difusiéon

molecular.

A diferencia de las variaciones climaticos estacionales en la superficie, el elevado
calor especifico del agua, las propiedades aislantes de los materiales geoldgicos y la falta
de irradiacion solar mantienen las aguas subterrdneas poco profundas cerca de la
temperatura media anual del aire (Menberg et al., 2014; Benz et al., 2017). A excepcion de
las regiones polares, esto significa que la mayoria de los sistemas de aguas subterraneas
poco profundas (a no mas de 60 m de profundidad) de todo el mundo se encuentran muy

dentro del rango de temperatura de hébitat requerido por los microorganismos (Figura 12).

40°C
35°C
30°C
25°C
20°C
15°C
10°C
52C
0°C
<-5°C

Figura 12 - Estimaciones globales de la temperatura de las aguas subterraneas poco profundas (< 60m)
(Reproducido bajo los términos de la licencia Creative Commons Attribution 3.0 de Benz et al., 2017).

La temperatura tiende a aumentar con la profundidad del subsuelo debido a las
multiples fuentes de calor que existen en el interior de la Tierra, como la desintegracion
radioactiva y el calor latente de la cristalizacion del nucleo. Aunque es variable,
especialmente en las regiones volcdnicas calientes, el gradiente geotérmico tipico en la
mayoria de las zonas del mundo es de unos 25 a 30°C/km. Esto significa que las
temperaturas se acercaran a los 100°C a profundidades de 3 a 4 km, lo que da una idea
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aproximada de la profundidad a la que puede existir vida microbiana en los sistemas de

aguas subterraneas (Colwell y D'Hondt, 2013).

Numerosas propiedades quimicas son relevantes para la caracterizacion de los
hébitats microbianos en los sistemas de aguas subterraneas, incluyendo el pH (ecuacién
(2)), el potencial redox (Eh) (ecuacion (4)) y la fuerza idnica (ecuacion (5)). Ademas, las
concentraciones de diferentes materiales solidos, gases y solutos disueltos influyen en la
definiciéon de las condiciones quimicas generales de un habitat, especialmente en términos
de disponibilidad de nutrientes y suministro de energia. Estas concentraciones se suelen
indicar en diferentes unidades, por ejemplo, como porcentajes, partes por milléon o
molaridad. Del mismo modo, en el caso de los gases, las partes por milléon por volumen y
la presion parcial suelen utilizarse indistintamente. Por lo tanto, es importante poder
convertir de una unidad a otra en cualquier investigacion cuantitativa de estos pardmetros

dentro de los sistemas de aguas subterraneas.
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4 Influencia de los microorganismos en la quimica de
las aguas subterraneas

La composicion quimica de las aguas subterrdneas esta regulada por interacciones
heterogéneas entre la fase solida, liquida y gaseosa (Glynn y Plummer, 2005). Estos sistemas
reactivos presentan multiples contribuciones de reacciones dacido-base, complejacion
superficial y acuosa, y de reacciones 6xido-reduccion, asi como la frecuente participacion
de microorganismos procariontes. También entran en juego procesos de transporte de
masas como la adveccién y la dispersion, que dan lugar a cambios en la quimica de las
aguas subterrdneas en una amplia gama de escalas de tiempo y longitudes de trayectorias

de flujo.

Los procariontes contribuyen a las reacciones quimicas en los sistemas de aguas
subterraneas de dos maneras. En primer lugar, la actividad metabodlica de las enzimas
puede acelerar (catalizar) las reacciones lentas y obligar a que los cocientes de reaccion
correspondientes se desplacen rapidamente hacia o desde el equilibrio. En segundo lugar,
las células procariotas se comportan como sélidos reactivos microscopicos debido a la
reactividad quimica de los grupos funcionales, como los sustitutos carboxilo o fosforilo, en
los componentes macromoleculares de las paredes celulares, las vainas externas y los EPS.
La intervencién metabdlica de los microbios en las reacciones quimicas afecta a muchos
aspectos de la quimica de las aguas subterraneas, como el pH, las condiciones redox, los
procesos de disolucion y precipitacion de minerales y la especiacion quimica de los solutos
(Chapelle, 2000). Como solidos reactivos, las bacterias no sélo contribuyen a la sorcion
(complejacion superficial) de los iones disueltos, sino que también sirven como sitios de

nucleacion heterogénea para la precipitacion de minerales.

4.1 Equilibrio quimicos y tasas de reaccion en aguas subterraneas

Las descripciones de los procesos quimicos en los sistemas de aguas subterraneas
suelen formularse en términos de accion y equilibrio de masas, asi como de cinética de
reaccion. La aplicacion de estos aspectos basicos de la quimica fisica y la termodindamica
proporciona una vision cuantitativa del alcance, la direccion y la velocidad de las reacciones
quimicas, incluidas las que implican a los microorganismos. Una reaccion general se

presenta en la ecuacion (17).
aA+ bB =cC+dD (17)

La correspondiente constante de equilibrio de accién de masas K se calcula como se

presenta en la ecuacion (18).
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_{c)¥{py? _ -ac

=———=¢ Rl ; AG°=—RTInK
(A (B} e ; AG n (18)
donde:
{A},{B} = actividad de los reactivos (sin dimensiones)
{C},{D} = actividad de los productos en el equilibrio con coeficientes

estequiométricos dados en mintisculas (sin dimensiones)

R = constante universal de los gases (ML?)/(T*°K mol)
T = temperatura (°K)
AGY = energia de Gibbs estandar de la reaccién (ML?)/(T* mol)

Para una reaccion reversible en equilibrio, las concentraciones de reactivos y
productos permanecen constantes. Esta condicion requiere que las tasas de las reacciones
hacia adelante (Ry) y hacia atras (R,) sean iguales, como se presenta en la ecuacion (19), de
manera que la constante de equilibrio puede expresarse como la ecuacion (20) con los

correspondientes coeficientes de tasa hacia adelante (ky) y hacia atras (k,).

Ry = ky (AY*(BY” = R, = k. (C}*(D)? (19)

Ll (CFDY
~ % (ARBY (20)

La dependencia de los coeficientes de velocidad de la temperatura y de la energia

de activacion de la reaccion es evidente a partir de la relacién de Arrhenius (ecuacion (1)).

Una condiciéon mucho mas interesante, especialmente para los sistemas de aguas
subterrdneas, es cuando una reaccidn no esté en equilibrio. En este caso, la energia de Gibbs

para que se produzca una reaccidon (AG,) se describe mediante la ecuacién (21).

{C}{D}*

AG,. = AG® + RT In————
r RN ey

(21)

Para las actividades de reactantes y productos observados lejos del equilibrio,
definiendo el cociente de reaccion de los productos a los reactantes como @, se obtiene la

ecuacion (22).
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Q

— 0 —
AG, = AG®+RTInQ = RTIn (22)

A partir de esta expresion, se encuentra que en el equilibrio Q es igual a K, por lo
que AG,=0. Si Q es menor que K, AG, es negativo. Esto significa que la reaccion es
espontdnea. Por el contrario, AG, es positivo cuando @ es mayor que K, lo que indica que la
reaccion no es posible (a menos que se suministre energia desde otra reaccién espontanea).
La capacidad de utilizar reacciones espontdneas que producen energia para impulsar
reacciones energéticamente desfavorables es una caracteristica que define los procesos

biosintéticos en el metabolismo microbiano.

La comparacién de los cocientes de reaccion con las constantes de equilibrio se
aplica ampliamente al estudio de las reacciones de disolucién y precipitacion de minerales;
sin embargo, existen sutiles diferencias de terminologia e interpretacion. Para las reacciones
de disolucion, la constante de equilibrio se conoce como constante del producto de
solubilidad (K,) y el cociente de reaccion se denomina producto de actividad i6nica (IAP).
El indice de saturacién (SI) se define mediante la ecuacion (23).

IAP
Ky

Cuando el IAP es igual a K,

SI=0y se dice que la solucion esta en equilibrio con
respecto al mineral en consideracion. Si el IAP es mayor que Kj,, el SI sera positivo, lo que
indica que la solucién esta sobresaturada y es posible la precipitacion del mineral. Si el JAP
es menor que K, el SI serd negativo, lo que indica que la solucidn estd sobresaturada y es

posible la disoluciéon del mineral.

4.2 Equilibrio de los carbonatos y pH del agua subterranea

El pH inicial del agua subterranea es el resultado del equilibrio entre el agua
metedrica que se infiltra y el didxido de carbono de origen atmosférico (Langmuir, 1997).
Este equilibrio da como resultado la formacion de acido carbonico diproético (un acido
diprotico produce dos iones H* por molécula de acido), que posteriormente se disocia para
formar primero el ion bicarbonato y luego el ion carbonato. Ya que el primer producto de
desprotonacién del acido carbdnico es el bicarbonato, el comportamiento anfdtero de este
ion (es decir, su capacidad para reaccionar como 4cido monoprético o como base) es

particularmente importante pues controla el pH del agua subterrdnea.

Las interacciones entre especies inorganicas disueltas son complejas; sin embargo,
el efecto del equilibrio de los carbonatos en el pH del agua se puede estudiar considerando
el balance, con base en la carga idnica, que se alcanzaria considerando un agua metedrica

pristina tal y como se muestra en la ecuacion (24).
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[H*] = [HCO3] + 2[C0%™] + [OH™] (24)

En el rango de pH en el que se encuentran la mayoria de las aguas naturales, las
concentraciones de iones carbonato e hidroxilo son mucho menores que la concentracion
del ion bicarbonato, lo que simplifica el balance de cargas como se muestra en la ecuacion
(25).

[H*] = [HCO3] (25)

Combinando este balance de cargas con las constantes de equilibrio de la accion de
masas para la formacion de acido carboénico (Ku = 10"#) y la disociacion en bicarbonato (K
=10%) se obtiene la concentracion de protones en funcion de la presion parcial del didxido

de carbono (pCO:2 =10 -*5) como se muestra en la ecuacion (26).

[H*] = V (K1KypCOy) (26)

Esta ecuacidon da como resultado un pH de 5,7 (correspondiente a -log[H*]; ecuacion
(2)). La ecuacion también permite deducir que un aumento en la presion parcial del didxido
de carbono tendera a disminuir el pH, mientras que una disminucién en la presién parcial

del didxido de carbono dara como resultado un aumento en el pH.

En el agua subterranea, el diéxido de carbono se produce por la degradacién de la
materia orgdnica provocada por la presencia de microorganismos heterdtrofos, sobre todo
cuando el agua metedrica se infiltra a través del suelo y la zona no saturada. Como
consecuencia, las presiones parciales de diéxido de carbono bajo la superficie del suelo
suelen ser mas altas que en la atmosfera a nivel del suelo. Este proceso provoca el aumento
en la formacion de mads 4cido carbonico, que es la principal fuente de los protones que
fomentan las reacciones de meteorizacion y disolucion de minerales en los sistemas
acuiferos (Kump et al., 2000; Wilson, 2004).

Hay que tener en cuenta que la actividad microbiana heterotrofa tiende a aumentar
la presion parcial del diéxido de carbono, mientras que los microorganismos autdtrofos
tienden al efecto contrario, ya que dependen de la absorcion y reduccion de didxido de
carbono para producir material organico celular. Si la demanda metabdlica de carbono es
suficientemente alta, puede producirse una reduccion de la presiéon parcial de didxido de
carbono. Para compensar, el pH aumenta a medida que los protones se recombinan con el

ion bicarbonato para subsanar la disminucion en las concentraciones de acido carbonico.
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En el subsuelo, la influencia de los microorganismos autoétrofos sobre el equilibrio de los
carbonatos y el pH no suele ser tan pronunciada como la de los heterétrofos, sobre todo en
aquellos sistemas amortiguados por concentraciones mas elevadas de carbono inorganico

disuelto.

4.3 Condiciones redox

Las reacciones de oxidacion-reduccion mediadas por microorganismos
desempefian un papel importante en la regulacion de las condiciones redox en los sistemas
de aguas subterraneas (Kuma y Riyazuddin, 2012; Liebensteiner et al., 2014; Tesoriero et
al., 2015; Enright y Ferris, 2016; Enright et al., 2019). Esto se debe a que los microorganismos
recurren a la transferencia de electrones desde donantes de electrones reducidos a aceptores
de electrones terminales oxidados como fuente de energia para el crecimiento y la division
celular. La energia de Gibbs total de tales reacciones estd determinada por la diferencia
entre los potenciales redox de semirreaccion del oxidante (aceptor de electrones) y del
reductor (donante de electrones) (ecuacién (16)). Las reacciones que proporcionan la
maxima cantidad de energia son favorecidas por los microorganismos y suelen dominar
sobre las reacciones competidoras. Los donantes de electrones méas comunes en los sistemas
de aguas subterraneas son el carbono organico disuelto y en particulas (Shen et al., 2015).
En algunos casos, las formas reducidas de nitrogeno, hierro y azufre son importantes. Entre
los aceptores de electrones comtinmente disponibles, el oxigeno produce mads energia que
cualquier otro oxidante en la respiracion aerobica. Cuando se agota el oxigeno, el siguiente
aceptor de electrones energéticamente mas favorable en la respiracion anaerdbica es el
nitrato, seguido del manganeso, el hierro férrico, el sulfato y, por tltimo, el diéxido de

carbono.

La naturaleza secuencial de la utilizacion de aceptores de electrones por parte de los
microorganismos, que se presentd en la Secciéon 3 como la "escalera redox", tiende a
promover el desarrollo de condiciones cada vez mas reductoras a lo largo de las vias de
flujo de las aguas subterraneas en funcion de la disponibilidad de donantes de electrones
(Figura 13). A medida que cambian las condiciones redox, la identificacion de zonas
especificas en las que la actividad microbiana estd dominada por un dnico proceso de
aceptacion de electrones puede servir para identificar el agotamiento secuencial de
oxidantes y la correspondiente produccién de reductores conjugados caracteristicos
(Groffman y Crossey, 1999; McMahon y Chapelle, 2008). En la Tabla 2 se indican las
concentraciones umbral caracteristicas que se han sugerido para la identificacion de zonas
redox en sistemas de aguas subterraneas. Es importante tener en cuenta que se debe tener
cierto cuidado al interpretar estas concentraciones para tener en cuenta factores como las
diferencias en la composicion de la comunidad microbiana, la disponibilidad de donantes

de electrones y la escala a la que se realiza el muestreo de aguas subterraneas.
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Condiciones oxidantes (aersbicas)

Zona de transicién (subéxica)

Condiciones reductoras (anaerdbicas)

Figura 13 - Evolucion de las condiciones redox a lo largo de las trayectorias de flujo de las aguas subterraneas.
Normalmente, las condiciones redox tienden a ser méas reductoras con el aumento de la distancia recorrida y
el tiempo de residencia del agua en el subsuelo. Las condiciones redox en las zonas de descarga tienden a
ser variables debido a la mezcla de aguas subterraneas y superficiales.

Tabla 2 - Concentraciones umbral sugeridas para identificar procesos redox microbianos en sistemas de aguas
subterraneas (McMahon y Chapelle, 2008).

Concentracion mg/L

Aerobbico (6xico)

Reduccion de Oz 20.5 <0.05 <0.1
Anaerdbico (andxico)
Reduccion de NOs <0.5 22.2 <0.05 <0.1
Reduccién de Mn(IV) <0.5 <2.2 20.05 <0.1
Reduccion de Fe(ll1)/SO4> <0.5 <2.2 20.1 20.5
Reduccion de CO2 <0.5 <2.2 >0.1 <0.5

El primer aceptor de electrones que es consumido a lo largo de las vias de flujo de
las aguas subterrdneas es el oxigeno. Se cree que la transicidon de la respiracion aerobica a
la anaerdbica tiene lugar cuando las concentraciones de oxigeno caen por debajo de un nivel
de aproximadamente 0.5 mg/L. Para el inicio de la reduccién de nitratos (desnitrificacion),
el umbral de concentracion de oxigeno podria ser tan alto como 2.0 mg/L, lo que implica
un grado moderado de solapamiento con la respiracién aerobica. Esto es coherente con el
crecimiento de algunos microorganismos heterdtrofos como anaerobios facultativos, que
utilizan tanto la respiracion aerdbica como la anaerdbica. La reduccion del nitrato también
es utilizada por varios litétrofos en la oxidacion de donantes de electrones inorganicos
como el sulfuro o el hierro ferroso. Las fuentes de nitrato en las aguas subterraneas incluyen
los fertilizantes agricolas, asi como la oxidacién microbiana litotréfica del amonio liberado

de la descomposicion de sustancias organicas ricas en nitrégeno por microorganismos.
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En los sistemas de aguas subterraneas, el Mn(IV) y el Fe(Ill) son relativamente
abundantes, pero suelen aparecer como precipitados minerales de 6xido insolubles en
lugar de como especies idnicas disueltas. Por este motivo, las concentraciones elevadas de
Mn?* y Fe? disueltos producidas por la disolucion reductora de 6xidos de hierro y
manganeso se utilizan como indicadores para identificar zonas de reduccidén microbiana
activa de Mn(IV) y Fe(Ill). La susceptibilidad del Mn?* y el Fe?* a la oxidaciéon quimica y
microbiana, la precipitacion mineral y los procesos de sorcion en fase sélida afiaden otra
capa de complejidad biogeoquimica que podria dar lugar a una subestimacion del alcance
de la reducciéon del Mn(IV) y el Fe(III).

Una vez agotados el oxigeno y el nitrato, a veces es dificil distinguir entre las zonas
de reduccion activa del Fe(IIl) y del sulfato. Esto estd relacionado con la dependencia
energética de la reduccion de Fe(III) de la forma cristalina de los 6xidos de hierro presentes
en un sistema de aguas subterrdneas, asi como con la variabilidad natural de las
concentraciones de sulfato disuelto. Como regla general, los 6xidos férricos hidricos poco
ordenados son mas facilmente reducibles por los microorganismos que las variedades
cristalinas como la goethita o la hematites (Roden et al., 2004; Langley et al., 2009a). Estos
oxidos férricos de baja complejidad pueden considerarse mas biodisponibles, del mismo
modo que los azucares monosacdridos simples son mdas adecuados para los
microorganismos de levadura que los polisacdridos de cadena larga. Ademas, las
concentraciones mas altas de sulfato (> 0.5 mg/L) son energéticamente mas favorables para
la reduccion del sulfato. Las concentraciones elevadas de sulfuro también pueden usarse
como un proxy para la reduccion de sulfato, sujeto a las mismas advertencias que se aplican

a los proxies de Mn y Fe para la reduccion de Mn(IV) y Fe(IIl), respectivamente.

Las condiciones redox en las que la reduccion del didxido de carbono se convierte
en el proceso respiratorio anaerobico predominante suelen ser altamente reductoras debido
a concentraciones reducidas de aceptores de electrones mas fuertemente oxidantes como el
sulfato (< 0.5 mg/L). Resulta tentador utilizar la presencia de metano como indicador de la
reduccién microbiana del didxido de carbono; sin embargo, esto puede inducir a error, ya
que algunos microbios metanogénicos producen metano a partir de la fermentacion del
acido acético en lugar de la reduccion del dioxido de carbono. Otros microorganismos
producen acido acético a partir de la reduccion de dioxido de carbono en lugar de la

reduccion de metano.

Una forma adicional de seguir las variaciones en las condiciones redox a lo largo de
un flujo de agua subterranea es seguir la evolucion de la composicion de la comunidad
microbiana desde la zona vadosa no saturada hasta la zona saturada inmediatamente por
debajo del nivel freatico. Esto puede lograrse utilizando técnicas de biologia molecular para
identificar y cuantificar diferentes grupos metabolicos de microorganismos. Un estudio
sobre un acuifero de arena pristina poco profundo descubri6 que la abundancia relativa de

microorganismos que utilizan oxigeno como aceptor de electrones disminuye a medida que
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el agua se infiltra a través de la zona vadosa y se aisla cada vez mas de la atmosfera
(Figura 14). La aparente preferencia por el nitrato como aceptor de electrones puede
atribuirse a la capacidad de algunos microorganismos para crecer como anaerobios
facultativos. Por debajo del nivel freatico, la utilizacion del oxigeno como aceptor de
electrones disminuye, mientras que el nitrito, el Fe(Ill) y el sulfato adquieren mayor
importancia. En cuanto a los donantes de electrones (la fuente de energia), la materia
organica y los procesos heterotrofos dominan por encima y por debajo del nivel fredtico. A
excepcion de los microorganismos que oxidan el Fe(Il) en la zona no saturada, la
abundancia relativa de litétrofos que utilizan donantes de electrones inorganicos es menor
que la de sus homologos heterotrofos. Los minerales reducidos que contienen Fe(II), como
la biotita y los anfiboles, son candidatos como posibles fuentes de Fe(Il) para apoyar el
crecimiento microbiano litotréfico, particularmente en condiciones relativamente oxidantes

por encima del nivel freatico.

a) Proporcion relativa (%) b) Proporcion relativa (%)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Oxigeno (0.03) ' i [ Materia organica (0.20) i
Nitrato (0.08) ' 1 | Amonio (0.25)
Nitrito (<0.01) i } Nitrito (0.42)
Fe(lll) (0.05) ey Fe(ll) (<0.01)
“ m Sobre el nivel freatico fj Sobre el nivel fredtico
Sulfato(0.11) };:J Bajo el nivel freatico Sulfuro (0.36) ——l ] Bajo el nivel fredtico

Figura 14 - Proporcion relativa del uso potencial de a) aceptores de electrones y b) donantes de electrones
entre las bacterias de muestras de testigos obtenidas por encima y por debajo del nivel freatico en un acuifero
de arena pristina poco profundo en el Escudo Canadiense. Los valores p de las pruebas t para la diferencia en
la media de las proporciones relativas de bacterias por encima y por debajo del nivel freatico figuran entre
paréntesis; los valores significativos (p < 0.05) estan en cursiva y los grupos metabdlicos correspondientes
estan subrayados en negrita (adaptado de Shirokova y Ferris, 2013).

Las contribuciones microbianas a las transformaciones redox en los sistemas de
aguas subterraneas no se limitan estrictamente a los aceptores de electrones comunes que
dominan en la respiracién anaerobica. De hecho, los posibles oxidantes para los procesos
metabolicos en condiciones reductoras incluyen una amplia variedad de sustancias
inorgdnicas y organicas, muchas de las cuales son contaminantes ambientales. Los
reductores conjugados que surgen del uso de estos aceptores de electrones atipicos por
parte de los microorganismos suelen mostrar propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
diferentes a las de los compuestos originales. Tomando el cromo como ejemplo, la
reduccion microbiana de Cr(VI) en forma de cromato disuelto (CrO+*) a Cr(IlI) produce el

ion Cr*, que es altamente insoluble. Una diferencia importante entre los estados de
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oxidacion del Cr(VI) y del Cr(IlI) es que el cromo hexavalente es altamente toxico, mientras
que el cromo trivalente es un importante nutriente traza. El arseniato (AsO4*) es otro
aceptor de electrones destacable en las aguas subterrdneas porque la intoxicaciéon por
arsénico es un riesgo para la salud humana (Gorra et al., 2012). Entre los contaminantes
organicos de las aguas subterrdneas, se sabe que los disolventes clorados altamente
oxidados, como el tetracloroeteno (PCE) y el tricloroeteno (TCE), se comportan como
aceptores de electrones y sufren una decloracion reductora gradual en el metabolismo
microbiano. Si bien esto contribuye a la atenuacion del PCE y el TCE, un resultado
indeseable en algunos entornos es la produccion y acumulacion del producto intermedio

cancerigeno, el cloruro de vinilo (CV).

4.4 Comportamiento de las bacterias como sélidos geoquimicamente
reactivos

La reactividad de las células microbianas en fase sdlida esta relacionada con la
presencia de grupos funcionales organicos dcidos, como son el carboxilo y el fosforilo, en
los polimeros estructurales de sus paredes celulares, en capas externas y en los
polisacaridos extracelulares (Kulczycki et al., 2002, 2005; Kennedy et al., 2011; Hao et al,,
2013). La desprotonacion de estos grupos funcionales contribuye a que aparezca una carga
superficial en las células lo que proporciona sitios que favorecen la formacioén de complejos
que permiten la sorcion electrostatica de contraiones disueltos en estos sitios (Martinez y
Ferris 2001; Smith y Ferris, 2001; Sokolov et al., 2001; Phoenix et al., 2007). Estas reacciones
son de gran interés, sobre todo, cuando se produce la particion en fase solida de los iones
disueltos en el agua subterranea, y cuando los iones se presentan en una concentracion
inferior a la determinada por la solubilidad de cualquier mineral que esté presente en la

fase sélida.

La ecuacién (27) representa una reaccion general de sorcién competitiva entre un
protén (H*) y un cation metélico (Me**) en un sitio de union carboxilo superficial protonado

en una célula microbiana (B:COOH):
B -COOH + Me** = B-COOMe*™! + H* (27)

La liberacion de protones y la sorcion de cationes metélicos se puede describir
mediante la constante de velocidad aparente (Kep) y la constante de sorcion del pH (Kpn)

(ecuacion (28)).

. _Kapp _ [B-COOMe* ]

PH = TH*] ~ [B- COOH|[Me?+] 28)
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Esta expresion de la ley de accion de masas permite deducir que la sorcion de iones
por parte de los microorganismos depende no so6lo de la concentracion de los protones (pH)
y cationes metdlicos disueltos, sino también del niimero de grupos quimicos reactivos que

hay en cada célula.

La dependencia del pH de las reacciones de sorcion de iones es una caracteristica
intrinseca relevante de los sorbentes en fase solida, incluidos los microorganismos. Para
aquellos metales que, normalmente, se presentan como cationes en solucion, la sorciéon
aumenta significativamente a medida que se incrementa el pH y los grupos superficiales se
desprotonan. Por el contrario, si se presentan como oxoaniones metalicos y metaloides se
absorben mas facilmente a valores de pH bajos a medida que los grupos superficiales se

protonan.

Las propiedades quimicas de los iones sorbato también influyen en el
comportamiento del proceso de sorcién. Un factor particularmente importante es el
potencial idnico, o la relacidn entre la carga eléctrica y el radio de un ion, ya que la adsorcién
de aquellos iones mds pequefios y altamente cargados es mas facil que la de los iones mas
grandes y débilmente cargados. Un efecto similar se produce cuando se da un cambio en
la carga idnica como resultado de las reacciones de complejacion acuosas ya que la fuerza

de sorcion tiende a disminuir cuando los iones se complejan.

Para describir la cantidad de una especie quimica disuelta que es adsorbida por un
sorbente en funcion del aumento de la concentracion a una temperatura constante se puede
utilizar la isoterma de sorcion. Hay tres tipos principales de isotermas de sorcion para
cuantificar las reacciones de sorcion que involucran bacterias y otros solidos sorbentes. Un
primer tipo de isoterma de sorcion, considerando un catiéon metalico como sorbato, es la
definida por la ecuacién (29) donde se identifica una variable que representa el coeficiente

de distribucion (particion) lineal (Ka):

[B - Me?~1] = K, [Me?*] (29)

Una limitacién importante de esta isoterma de distribucién lineal (Figura 15a) es
que no considera que existe un ntimero finito de sitios de sorcion en el sorbente presente
en fase solida. Es comun que, en lugar de aumentar la cantidad absorbida de forma
constante al incrementar a su vez las concentraciones de sorbato, esta cantidad tienda a
disminuir progresivamente a medida que se ocupan los sitios de sorcion. Este hecho puede
llevar a sobreestimar la cantidad de una especie quimica que se absorbe, sobre todo en los
casos en que las concentraciones de sorbato son altas. La desviacion de este
comportamiento lineal se puede representar, hasta cierto punto, con la isoterma empirica

de sorcién de Freundlich que se describe en la ecuacion (30).
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[B - Me? '] = Kp[Me?+]t/™ (30)
En donde:
Kr = Coeficiente de sorcion de Freundlich (L3/M)
1/n =  exponente de no linealidad (Figura 15b)

Cuando n =1, la isosterma de Freundlich adquiere la expresion de una isoterma de
distribucion lineal. La isoterma de Freundlich tiene también sus limitaciones porque
tampoco incluye, de forma explicita, cual es el nimero de sitios de sorcion disponibles, ni
permite representar variaciones del pH y de la fuerza iénica de la soluciéon. Todo ello
dificulta la comparacion entre diferentes casos de estudio de interpretaciones que se dan

de los datos de sorcion.

a)

Cantidad sorbida
Cantidad sorbida

Concentracién en disolucién Concentracion en disolucion

Figura 15 - Comparacion de la cantidad adsorbida en funcién del aumento de la concentracién de

sorbato disuelto en equilibrio predicha segun: a) una isoterma de distribucion lineal, y b) una isoterma

de sorcion de Freundlich.

La isoterma de sorcidon de Langmuir es el tercer tipo de isoterma de sorcion (Figura 16).
Laisoterma de Langmuir, deducida a partir de la ley de accién de masas y de las constantes

de equilibrio, es utilizada frecuente en dreas de la geoquimica ambiental y microbiana.
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Cantidad sorbida

Concentracion en disolucion

Figura 16 - llustracién de una isoterma de sorcién de Langmuir. a) La cantidad adsorbida
aumenta asintéticamente con la concentracion de sorbato disuelto en equilibrio hasta que todos
los sitios de sorcion estan llenos y saturados. b) Si la concentracién de sorbato disuelto excede
el limite de solubilidad de una fase mineral (Ksp), puede ocurrir precipitacion en la superficie y
como resultado se produce un aumento aparente de la cantidad sorbida. c) Si los precipitados
superficiales iniciales son de pequefio tamafio y mas solubles que los cristales maduros mas
grandes, las concentraciones disueltas pueden aumentar mas alla del limite de Ksp antes de
disminuir a medida que los precipitados minerales superficiales aumentan de tamafo.

Si se considera que existe un namero de sitios de sorcién disponibles total (Brota), se

puede estimar el namero de sitios desocupados mediante la ecuacién (31).
[B - COOH] = Bropq — [B - Me?™1] (31)

La sustitucion de la ecuacién (31) en la expresion de la ecuacién (27) y su

reordenacion da como resultado la ecuacion (32).

BrotarKor[MeZ*] BrotarKapp [MeZt][HT] 1
[B . Mez_l] — Total™»pH . — Total™app - — (32)
(1 + KpH[MeZ ]) (1 + BTotalKapp[MeZ ][H ] )

Una caracteristica clave de la isoterma de sorciéon de Langmuir es que, a altas
concentraciones de los iones sorbato (y con un pH alto en el caso de la sorcion de cationes),
la cantidad adsorbida de la solucion se acerca asintoticamente (satura) al namero total de
sitios disponibles de sorcion. Una vez que todos los sitios de sorcion estén llenos, no se
producira mas sorcion. Si las concentraciones de iones disueltos contintian aumentando, la
solucion puede sobresaturarse, eventualmente, con respecto a alguna fase mineral. Todo
ello puede desencadenar una nucleacion heterogénea y una precipitacion superficial de

minerales en los sorbentes, como podrian ser las células bacterianas. La transicion entre la
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sorcion y la precipitacion superficial es representativa de un medio donde se producen de
forma continua reacciones de particion en fase solida para los iones presentes en disolucion,

tanto en sistemas pristinos como contaminados (Warren y Ferris, 1998).

4.5 Disolucién y Precipitacion Mineral

El agua subterranea suele estar en contacto simultdneo con conjuntos mixtos de
diferentes minerales solidos. A poca profundidad, la infiltracion de agua meteérica diluida
y subsaturada suele promover la disoluciéon de los minerales. La disolucion de los
minerales no sélo contribuye a la adquisicion de solutos por parte del agua subterranea,
sino que también fomenta el desarrollo de la porosidad secundaria y el aumento de la
conductividad hidraulica. Esto es especialmente pronunciado en los sistemas karsticos que
se dan en zonas con lecho de roca carbonatada. Al aumentar la profundidad y el tiempo de
residencia en el subsuelo, el agua subterranea se aproxima gradualmente al equilibrio con
respecto a los minerales presentes. Al mismo tiempo, las reacciones quimicas y
microbioldgicas pueden hacer que las aguas subterraneas se sobresaturen o infrasaturen y
provoquen la precipitacion o disolucién de los minerales, respectivamente. A diferencia de
las reacciones de disolucidn, los procesos de precipitacion de minerales en los sistemas de
aguas subterrdneas promueven la formacion de recubrimientos en las superficies de los
granos minerales y de las aberturas de las fracturas. Esto puede conducir a la cementacion
y al cierre de las gargantas de los poros, con la consiguiente disminucion de la porosidad y

la conductividad hidraulica.

Los procesos de disolucion mineral se clasifican como reacciones congruentes o
incongruentes. La disolucion congruente se refiere a los minerales que se disuelven
completamente en sus iones constituyentes, mientras que la disolucién incongruente se
aplica a los minerales que se disuelven parcialmente y dejan un producto meteoroldgico
sOlido residual. Ambos tipos de procesos de disolucidon de minerales tienden a consumir
protones como reactivos, lo que obliga a la liberacion de cationes sorbidos en la solucion

para conservar la electroneutralidad.

La fuente mas comun de protones en las reacciones de disolucion de minerales es el
acido carbodnico, que se genera a partir de la degradaciéon de la materia organica por la
actividad microbiana heterdtrofa. Los microorganismos también producen otros acidos
inorganicos y organicos. Entre ellos se encuentra el dcido sulfarico procedente de la
oxidacion de minerales sulfurosos, asi como una amplia variedad de acidos carboxilicos
como el acido acético y el acido oxalico. Entre ellos, se sabe que los acidos organicos
contribuyen a las reacciones de disolucion de minerales promovidas por el ligando al
formar complejos con los cationes liberados. En estas reacciones, la base (L") de un acido

(HL) es el ligando complejante del catiéon metalico (Me*"), como se muestra en la ecuacion
(33).
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Me?* + HL = H* + Mel#1 (33)

En la disolucion promovida por el ligando, la formacién del complejo del ligando
metalico elimina esencialmente el catiéon metdlico libre (producto de la reaccidon de
disolucién) de la solucién. Esto provoca un alejamiento del equilibrio y mantiene la
disolucion adicional de acuerdo con el principio de Le Chatelier. El mismo desplazamiento
en la solubilidad de equilibrio de un mineral se genera cuando se produce un cambio en el
estado de oxidacion de un producto de disolucion. Por ejemplo, la oxidacion de Fe?* a Fe3*
a partir de la disolucion de minerales de silicato que contienen Fe(II) por parte de bacterias
oxidantes de Fe(Il) litotréficas promueve la reaccion de disolucion (Shelobolina et al., 2012;
Shirokova et al., 2016).

De los diversos microorganismos activos en condiciones anaerobicas, destacan los
reductores disimilares de hierro y manganeso como agentes activos en la disolucion
reductora de los minerales de dxido. Los 6xidos de hierro y manganeso utilizados por estos
microorganismos como fuente de aceptacion de electrones para la respiracién anaerobica
se presentan tipicamente como finos recubrimientos sobre otros granos minerales, asi como
sobre materiales orgdnicos particulados. La disoluciéon de estos recubrimientos por
reduccion microbiana en condiciones de poco oxigeno suele dar lugar a caracteristicas de
color gleyico (verde azulado grisaceo), como las que resultan evidentes en muestras
manuales de recortes de pozos y nucleos de zonas de reducciéon de Mn(IV) y Fe(Ill) en

sistemas de aguas subterrdneas (Figura 17).

La energia de Gibbs para la nucleacion de los cristales esta limitada por la energia
libre de la solucién (AGy,,,) v la energia libre interfacial de la fase sdélida correspondiente

(AGinterfase) cOMO se muestra en la ecuacion (34).

AG, = AGpryta + AGinterfase (34)

El término de energia libre bruta es una funcion del grado de sobresaturacion de la

solucién (ecuacion (21)), como se expresa en la ecuacion (35),

IAP IAP
AGpruta = —RT Inw— = ~2.303RT log;5— = ~2.303RT(SI) (35)

N S0

mientras que la energia libre interfacial depende de la tension superficial interfacial de la
fase mineral (y) y de la superficie molar del ntcleo en contacto con el agua (4.,), como se

describe en la ecuacion (36).
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AGinterfase =AcwY (36)

El término de energia libre interfacial representa el trabajo que debe realizarse para
crear una nueva superficie mineral. En conjunto, estas relaciones proporcionan un modelo

util para comprender mejor las contribuciones microbianas a la precipitacion de minerales.

La actividad microbiana suele desencadenar un cambio en la quimica de la solucién
que conduce a la sobresaturacién y a un mayor valor del SI. Por ejemplo, la oxidacion
bacteriana de Fe(II) a menudo da lugar a concentraciones de Fe3* disuelto que superan con
creces la solubilidad de los 6xidos de hierro (Emerson et al., 2010; Edwards et al., 2018).
Esto por si solo puede inducir la precipitacion de minerales al disminuir el término de
energia libre a granel para las reacciones de nucleacién homogéneas y heterogéneas. Sin
embargo, los sitios quimicamente reactivos en las células microbianas que facilitan la
sorcion de iones en los sitios de nucleacion tenderan a reducir la energia superficial
interfacial media de la fase solida y a disminuir la superficie del nticleo en contacto con la
solucion a granel. El resultado esperado es una reduccion de la energia libre interfacial

global, que favorece la nucleacion heterogénea y la precipitacion.
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Figura 17 - Una excavacién que expone la decoloracion gleyica gris azulada producida en
la base de una ladera boscosa (perfil inferior) en respuesta a la infiltracion de agua hacia
abajo y a la reduccién microbiana de los minerales de 6xido de hierro marron rojizo (dos
perfiles superiores) en condiciones anaerébicas. La distancia a lo largo de la excavacion es
de aproximadamente 2.0 m y la profundidad del perfil inferior gleyado es de unos 0.6 m.
(Reproducido bajo los términos de la licencia Creative Commons Attribution 3.0 de Schwarz
et al., 2018).

Los microorganismos contribuyen a la precipitacion de una amplia variedad de
minerales, incluyendo 6xidos, fosfatos, carbonatos, sulfuros y silicatos, como se muestra en
la Figura 18 (Fortin et al., 1997; Ferris et al., 2000). Los mecanismos de precipitacion mineral
microbiana son diversos, pero generalmente implican dos fases distintas: nucleacion y

crecimiento de los cristales. La nucleacion es la fase mas critica de la precipitacion mineral

y se produce de forma homogénea o heterogénea. En las reacciones homogéneas, los
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nucleos minerales se forman por la colision aleatoria de los iones en la solucion. Por el
contrario, la nucleacion heterogénea implica la formacién de ntcleos de cristal en las
superficies de minerales homdlogos (superficies cristalograficas similares) o de solidos
extrafios, como las células microbianas. De estos dos procesos de nucleacion, la nucleacion
heterogénea domina en los sistemas de aguas subterraneas. Una vez que se ha formado un
nucleo estable, el crecimiento del cristal puede proceder espontdneamente siempre que las
concentraciones de iones en la solucion sigan superando el producto de solubilidad de la

fase mineral solida (la solucion debe estar sobresaturada).

R ‘QR-
PERiE
3 i ¥2 %
Figura 18 - Micrografia electronica de transmision de una secciéon delgada que muestra la nucleacién

heterogénea y la precipitacién de una fase mineral sélida (indicada por las flechas) en una célula bacteriana
adherida a un grano mineral (M). Barra de escala = 360 nm.
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5 Transporte de microbios en aguas subterraneas

Los microorganismos de los sistemas de aguas subterraneas pueden clasificarse en
funcién de su origen y grado de aislamiento de los ambientes superficiales. Los microbios
autoctonos son los que residen de forma permanente y a largo plazo en el subsuelo,
mientras que las especies aldctonas proceden de otros entornos, como las aguas
superficiales o la zona de suelo. El aislamiento fisico y la adaptacion de los
microorganismos autdctonos a la vida subterranea es un claro ejemplo de especiacion y
evolucion alopatrica (no solapada) durante largos periodos de tiempo, tal vez miles de
millones de afios en el caso de algunos entornos de aguas subterraneas profundas (> 1000
m de profundidad; Magnabosco et al., 2018). La mayoria de las veces, los microorganismos
aldctonos se transportan hacia el subsuelo durante la recarga, a través de la percolacion
descendente del agua superficial. Con el tiempo, los microorganismos aléctonos pueden
pasar a formar parte de la comunidad microbiana autdctona a medida que se adaptan a las

condiciones de vida bajo tierra.

En los sistemas de aguas subterrdneas, los microorganismos plancténicos flotantes
sufren un transporte advectivo como particulas en suspensioén que se desplazan junto con
el agua de los poros. Su velocidad de transporte se rige por el gradiente de presion
hidraulica, la porosidad y la distribucion de la permeabilidad de acuerdo con la ley de
Darcy. El transporte de microorganismos en aguas subterraneas también estd sujeto a los
efectos de la difusion y la dispersion hidrodinamica. El movimiento de nutrientes disueltos
y aceptores de electrones esta acoplado a los mismos procesos, que se describen mediante
la ecuacién de adveccidn-dispersion (ecuacion (37)) para la tasa de transporte de masa
(Brun y Engesgaard, 2002; Steefel et al., 2005; Tufenkji, 2007).

G_C: Dxaz—C+D 62—C+D62—C]—[v a—C+v 6_C+v6_C] (37)
ot 0x2 Yoyz 7 0z2 *ox Yoy ‘oz
Donde:
x,¥,z = Principales direcciones de transporte en tres dimensiones (L)
C = Concentracién de soluto disuelto o particulado suspendido (M/L?)
D= Coeficientes de dispersién hidrodinamica (L*/T)

v = Velocidad lineal promedio (L/T)

~
Il

Tiempo (T)

Los microorganismos estan sujetos a un fendmeno de transporte conocido como
exclusion por tamafio. Cuando esto ocurre, las particulas en suspension transportadas
parecen moverse mas rapidamente y experimentar una menor dispersion que los solutos
conservadores (no reactivos). La exclusidon por tamafio en el transporte de microorganismos
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es evidente en las curvas de penetracion a partir de un rango mas pequeno de
concentraciones normalizadas (C/Co) y en los tiempos de retencién mas cortos de los
microbios en comparacion con un trazador disuelto (Figura19). Los experimentos de
campo indican que las células microbianas pueden ser transportadas a velocidades hasta

un 70% superiores a la velocidad lineal media del agua de poros.

a) 10+ b) 1.0
0.8 Bacteria —————————— 0.8
Tracer
S 06 S 06
> =
@) @)
0.4 0.4 Bacteria
Tracer
0.2 0.2
0.0 0.0
Time Time

Figura 19 - Curvas de penetracion de concentraciones normalizadas en el tiempo: a) después de una inyeccion
en pulso, y b) durante inyeccion continua (derecha) de una suspension bacteriana con un trazador disuelto.

La razon de que el transporte de microorganismos sea mas rapido como resultado
de la exclusion por tamafio esta relacionada con la distribucién hiperbdlica de las
velocidades del agua en el interior de los poros. La velocidad méaxima se produce a lo largo
de la linea central, mientras que la friccion y otras fuerzas reducen la velocidad del agua en
las paredes de los poros a cero. En la escala molecular de los solutos disueltos, la
distribucion completa de las velocidades del agua se muestrea en los procesos de
transporte. Por el contrario, en virtud de su mayor tamafo, los microbios y otras particulas
en suspension experimentan velocidades mas altas cerca de la linea central de los poros, lo

que conduce a una velocidad media que es mas rapida que la de un trazador disuelto.

La eliminacion de las bacterias en suspension de las aguas subterrdneas se realiza
mediante procesos de tamizaje y filtracion. El tamizaje consiste en el atrapamiento de
microorganismos en los poros o en las aberturas de las fracturas que son demasiado
pequenas para permitir su paso. Este proceso no sélo depende de la porosidad, sino
también de la geometria de los poros y de la tortuosidad de las vias de flujo de las aguas
subterraneas. La filtracion fisica se refiere a la eliminacion de bacterias en suspension de las
aguas subterraneas por colision y deposicion en las superficies de las paredes de los poros.
La probabilidad de resuspension tras la filtracion depende de la interaccidon entre el
cizallamiento hidrodindmico y las fuerzas adhesivas interfaciales (afinidad de sorcion).
Tras la deposicion, las células microbianas pueden secretar grandes cantidades de
sustancias poliméricas extracelulares, EPS (por sus siglas en inglés extracelular polymeric

substances) para aumentar la adherencia e iniciar la formacion de biofilms.
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Cuando las células bacterianas en suspension son transportadas por las aguas
subterraneas, pueden absorber sustancias disueltas en la solucion y arrastrarlas, haciéndose
pasar por particulas solidas. Este proceso se conoce como transporte facilitado. Si la especie
quimica absorbida procede de una fuente puntual, como un derrame de contaminante, los
procesos de exclusion por tamano en el transporte bacteriano pueden reducir el tiempo y
aumentar la distancia a la que se desplaza un contaminante. Del mismo modo, el transporte
facilitado tiene un potencial considerable para ayudar en la transferencia de nutrientes de
una zona rica en nutrientes a una zona pobre en nutrientes, estimulando asi la actividad

microbiana a lo largo de trayectorias mas largas del flujo de aguas subterraneas.

Una fraccién significativa de las enfermedades transmitidas por el agua en todo el
mundo esta causada por la introduccion y el transporte de microorganismos patogenos
aloctonos (protozoos, bacterias, virus) en los sistemas de aguas subterraneas. Muchos, si no
la mayoria, de los patéogenos microbianos de las aguas subterraneas son contaminantes
derivados de residuos fecales humanos y animales. Las principales fuentes de estos
microbios patdgenos son las fosas sépticas defectuosas, las filtraciones de los estanques
residuos, las fugas en las tuberias de alcantarillado y los vertederos viejos o mal sellados
(Macler y Merkle, 2000). Los acuiferos no confinados poco profundos estan especialmente
en riesgo debido a su mayor proximidad a las fuentes superficiales de contaminacion
microbiana (Jin y Flury, 2002; Pandey et al., 2014).

El gran tamafio de protozoos patdgenos como Giardia y Cryptosporidium es una
caracteristica que contribuye al tamizaje, lo que limita el transporte a distancias cortas a
través de los sistemas de aguas subterraneas (Figura 20). Por este motivo, la presencia de
protozoos en acuiferos mas profundos implica una introduccion directa de agua superficial
procedente de un flujo descendente a través de roca fracturada o karst con limitadas capas
de suelo suprayacente no consolidado (Jin y Flury, 2002). Por otro lado, es mas probable
que los patégenos microbianos mas pequefios, como bacterias y virus, experimenten
exclusion por tamafo y sean transportados a mayores distancias en las aguas subterraneas

que los protozoos (Figura 20; Taylor et al., 2004; Tufenkji, 2007).

Los procesos de tamizaje, filtracion y exclusion por tamario subrayan la importancia
de tener en cuenta la naturaleza y el espacio poroso relativo de los medios geoldgicos a la
hora de evaluar el destino y el transporte de patdgenos y la vulnerabilidad de las aguas
subterraneas. Otros factores, como la quimica de la solucidn, las caracteristicas del virus y
de la superficie celular, las propiedades del suelo y la temperatura influyen en la
supervivencia, el transporte y la sorcion de patdgenos microbianos en medios porosos (Jin
y Flury, 2002; United States Environmental Protection Agency [USEPA], 2002; Pang et al.,
2004). Estas consideraciones son especialmente importantes a la hora de evaluar la distancia
de las fosas sépticas a los pozos de agua y a las costas. Para mas informacion sobre la gestion
de los sistemas sépticos para evitar la contaminacién de las aguas subterraneas, consulte el
sitio web de la USEPA y a Pang et al. (2004).
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Figura 20 - Ejemplos de patdgenos microbianos encontrados en aguas superficiales y
subterrdneas que son preocupantes para la salud humana y ecolégica. Debido a su gran
tamafio y susceptibilidad al filtrado, los protozoos son indicadores generales de
contaminacion de aguas superficiales. Por otra parte, las bacterias y los virus mas
pequefios pueden ser transportados a las aguas subterraneas (McKay et al., 1993; Taylor
etal., 2004). La presencia de patdgenos microbianos en las aguas subterraneas se infiere
a menudo por la deteccién de bacterias indicadoras fecales, incluidas las bacterias
coliformes totales, Escherichia coli, Enterococos y colifagos (virus que infectan a las
bacterias coliformes). Estos microorganismos indicadores, al igual que otros patdégenos,
no suelen crecer fuera de sus entornos naturales en las aguas subterraneas. Su
capacidad para sobrevivir en entornos de aguas subterraneas esta limitada por
condiciones como la temperatura, la competencia con otras bacterias, la depredacion por
otros organismos y el atrapamiento en espacios porosos (Macler y Merkle, 2000; Jin y
Flury, 2002). Por lo tanto, encontrar bacterias indicadoras fecales en las aguas
subterraneas en cantidades mensurables significa que hay una mayor probabilidad de
gue agentes patégenos también estén presentes.
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6 Microbiologia de las aguas subterraneas aplicada

La microbiologia de las aguas subterraneas se puede aplicar en una gran variedad
de procesos que se han desarrollado no soélo para la biorremediacion in situ de
contaminantes organicos e inorganicos, sino también para el control y gestion de acuiferos.
El éxito de estas aplicaciones se basa en la gran flexibilidad metabdlica que existe en los
diferentes microorganismos y su influencia en la geoquimica del agua subterrdnea,
incluyendo la adsorcién heterogénea en fase solida y las reacciones de precipitacion de
minerales. Otro factor importante que a menudo se da por sentado, pero que hay que
enfatizar, es el pequefio tamano de las células microbianas. Este atributo fisico permite a
los microorganismos acceder y residir en habitats subterraneos que estan contaminados o

ser considerados para la gestion de los acuiferos.

En el &mbito de la biorremediacion in situ, un primer factor a considerar es el estado
de oxidacidon de los contaminantes, que determina si los contaminantes pueden ser
metabolizados por microorganismos como donadores de electrones (reductores), aceptores
de electrones (oxidantes) o no pueden ser metabolizados (como es el caso del estroncio o
del cadmio, elementos que carecen de varios estados de oxidacion). Si un contaminante
puede ser objeto de una reaccién metabdlica microbiana, puede eliminarse del agua
subterrdnea mediante su transformacion (por degradacién oxidativa o reductiva) en
productos inertes. Si es un contaminante que no puede metabolizarse, este contaminante
podria ser inmovilizado por adsorcion o coprecipitar junto con minerales como respuesta

a la actividad metabdlica microbiana.

6.1 Biorremediacion microbiana y eliminacion de contaminantes de
las aguas subterraneas

La biorremediacion microbiana se ha convertido en una tecnologia ampliamente
utilizada y se considera un enfoque mas sostenible y econdmico en comparacion con otros
métodos de tratamiento (por ejemplo, los sistemas de bombeo y tratamiento). Se ha
aplicado con éxito en muchas operaciones de limpieza de aguas subterraneas contaminadas
con contaminantes organicos como hidrocarburos de petrdleo y solventes orgéanicos
clorados, asi como en la gestion y el control de plumas de contaminacién por lixiviados
procedentes de vertederos (USEPA, 1998, 2002, 2013). Los contaminantes de hidrocarburos
de petrdleo abarcan una amplia gama de sustancias quimicas organicas reducidas,
incluidos los compuestos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) que suelen
utilizarse como donantes de electrones en el metabolismo microbiano. Lo contrario ocurre
con los solventes clorados, como el tetracloruro de carbono (PCE) y el tricloroetileno (TCE),

que estan muy oxidados y se metabolizan como aceptores de electrones.

En la biorremediacidn de aguas subterrdneas se utilizan tres estrategias diferentes.

Entre ellas se incluyen:
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e La atenuacidn natural en la que se deja que la comunidad microbiana autdctona
(natural) elimine el contaminante en cuestion sin intervencion humana, basandose
en procesos fisicos, quimicos y microbiologicos que ocurren de forma natural
dentro de una pluma contaminante;

e La bioestimulacion en donde se estimula a la comunidad microbiana natural para
que elimine el contaminante en cuestion mediante la adicion de nutrientes
esenciales; y

e La bioaumentacién en donde ademas de nutrientes, pueden inyectarse cepas
seleccionadas de bacterias en el subsuelo para promover la eliminacién del

contaminante en cuestion.

El éxito de estas estrategias depende de la disponibilidad de aceptores y donadores
de electrones apropiados, de si el contaminante en cuestion se encuentra en estado reducido
(por ejemplo, hidrocarburos de petréleo) u oxidado (por ejemplo, disolventes clorados), y
de si las tasas de flujo del agua subterrdnea son lo suficientemente lentas como para

permitir que se produzca la degradacion (Christensen et al., 2000).

Cuando no hay oxigeno, la biodegradacion, en este caso anaerdbica, se puede
producir si existen otros aceptores de electrones como puede ser el nitrato o el sulfato y de
esta forma, si es posible que tenga lugar la oxidacién metabdlica del contaminante. Este
enfoque es muy utlizado en aquellos lugares contaminados con hidrocarburos de petréleo
donde se ha agotado el oxigeno (Chandra et al., 2013; Meckenstock et al., 2016; Varjani y
Upasani, 2017). Esta biodegradacion anaerdbica, se puede estimular agregando una
enmienda que contenga un aceptor de electrones como es el sulfato para asi promover la

degradacion microbiana de los hidrocarburos del petroleo (USEPA, 2013).

Otro ejemplo de biodegradacion anaerobia es la descloracion inicial de disolventes
organicos altamente clorados como son el PCE y el TCE, que actian como aceptores de
electrones en lugar de donadores de electrones (Hopkins et al., 1993; Meckenstock et al.,
2015). A medida que estos compuestos se metabolizan, los atomos de cloruro se eliminan y
se reemplazan por atomos de hidrégeno para formar otros productos que estdn menos
oxidados que el compuesto clorado original (reductores conjugados). En algunos casos, los
productos no se oxidan lo suficiente como para servir como aceptores de electrones y sélo
pueden degradarse ain mas siendo donadores de electrones en la respiracion aerdbica. Por
ejemplo, el PCE y el TCE estan altamente oxidados y solo pueden ser sufrir una
descloracion reductora parcial, que da lugar a la aparicion de compuestos menos oxidados
como el dicloroetano (DCE), el cloruro de vinilo (VC) y el cloroetano (CE) (Mohn y Tiedje,
1992; Kielhorn et al., 2000). Por su parte, la oxidacién posterior de DCE, VC y CE a formas
no toxicas de etileno, etano o etanol va a requerir condiciones aerobicas (p. ej., Semprini et
al., 1990; Semprini y McCarty, 1991; Hopkins et al., 1993).

50

The GROUNDWATER PROJECT ©Los Autores Libre descarga en gw-project.org
Cualquiera puede usar y compartir los enlaces de gw-project.org links. La distribucion directa del libro esta estrictamente prohibida.



Microbiologia de Aguas Subterraneas F. Grant Ferris, Natalie Szponar, y Brock A. Edwards

Los microorganismos pueden utilizarse para eliminar contaminantes inorganicos
como los compuestos nutritivos nitrogenados (por ejemplo, nitrato o amoniaco) que existen
en las aguas subterrdneas en cantidades superiores a las disposiciones reglamentarias, asi
como metales toxicos redox activos y metaloides. Sin embargo, a diferencia de los
contaminantes organicos que los microbios pueden degradar por oxidacion a didxido de
carbono o nutrientes que pueden ser absorbidos y asimilados durante el metabolismo, la
detoxificacion de los contaminantes metalicos y metaloides se logra a través de procesos
metabolicos disimilatorios que eliminan o proporcionan electrones para la energia celular
(Lovely y Coates, 1997; USEPA, 2013). Las aplicaciones comunes incluyen la reduccién
microbiana de Cr(VI), U(VI) y Se(VI) a estados de oxidacién mas insolubles: Cr(III), U(IV)
y Se elemental, respectivamente. Otros metales, como el Fe(Il) o el Mn(II), son objeto de

oxidaciéon microbiana y precipitacion de dxidos insolubles (Figura 21).

Figura 21 - Precipitaciéon de Oxidos férricos insolubles de color naranja por bacterias

oxidantes de Fe(ll) en una zona de descarga de aguas subterraneas cerca de Deep River,
Ontario, Canada.

6.2 Aplicaciones de la precipitacion mineral inducida por microbios

La precipitacion de minerales mediante microorganismos de aguas subterraneas

puede aplicarse de varias formas distintas, dependiendo sobre todo de la reactividad
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quimica y las propiedades fisicas de los precipitados minerales. Los Oxidos férricos
hidrosolubles, los sulfuros y los minerales carbonatados se utilizan con frecuencia por su
capacidad para inmovilizar contaminantes inorganicos mediante reacciones de adsorciéon
y coprecipitacion en superficie. También se sabe que los minerales carbonatados son
agentes cementantes eficaces que se adhieren a los granos minerales no consolidados y los

unen.

Como productos de la oxidacion litotrdfica bacteriana del Fe(II), los éxidos férricos
hidratados son reconocidos como potentes solidos adsorbentes que tienen una gran
afinidad quimica por los iones disueltos (Langmuir, 1997). Esta reactividad contribuye a la
eliminacién de cationes metalicos como el S5r%, Cd?, Pb**, y UO? de la solucion. Los solutos
anioénicos como el arseniato (AsO+*), el cromato (CrO+*), el fosfato (PO+*) y el yoduro (I)
también son adsorbidos por oxidos férricos hidratados (Katsoyiannis y Zouboulis, 2006).
La ubicua distribucion ambiental de las bacterias oxidantes de Fe(Il) hace de la
precipitacion bacteriogénica de hidréxidos férricos un fuerte candidato para la atenuacién

natural de contaminantes inorganicos en sistemas de aguas subterraneas.

El sulfuro se produce como agente reductor conjugado en la respiracion microbiana
anaerobica con el sulfato como aceptor terminal de electrones. Esto puede desencadenar la
sobresaturaciéon y la precipitacion de fases minerales de sulfuro que incorporan
contaminantes como Cd?", Pb*, Hg* y As*. La disponibilidad de materia organica como
donador de electrones para la reduccidn bacteriana de sulfato es esencial para la
produccidn de sulfuro. Silas concentraciones de materia organica (o sulfato) son demasiado
bajas, se puede utilizar la bioestimulacion que implica la inyeccién de uno o ambos

nutrientes limitantes para inducir la precipitacion mineral de sulfuro.

Una distincién importante entre las aplicaciones de la precipitacion microbiana de
hidréxidos férricos y sulfuros metdlicos estd relacionada con las diferencias en las
condiciones redox de las aguas subterrdneas. La oxidacidén bacteriana de Fe(Il) y la
precipitacion de hidroxidos férricos requieren condiciones relativamente oxidantes
utilizando oxigeno o nitrato como aceptores de electrones, mientras que se necesitan
condiciones reductoras para la precipitacion de sulfuros metalicos por microorganismos
que utilizan sulfato como aceptor de electrones. En la zona redox intermedia, la produccion
metabolica de Fe(Il) en respuesta a la reduccidn microbiana de Fe(IIl) contribuye a la
transformacion de hidroxidos férricos en minerales de "oxido verde" Fe(Il)/Fe(Ill)
(Figura 22). Estas fases minerales de estado de oxidacion mixto no solo conservan las
propiedades de adsorcion de los éxidos férricos hidratados (Parmar et al., 2001; Perez et al.,
2021), sino que también se comportan como reductores en fase sdlida de contaminantes
como el nitrato, el cromato, el selenato (SeO+*) y el tetracloruro de carbono (Erbs et al., 1999;
Genin et al., 2001).
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Figura 22 - Micrografia electronica de barrido que muestra
cristales laminares de 6xido verde (GR) que se han formado a
partir de la reduccion de hidréxido férrico (HFO) en un cultivo de
la bacteria reductora de Fe(lll) Shewanella algae cepa BrY. Las
bacterias son visibles como una masa desorganizada de varillas
alargadas entre los precipitados minerales. Barra de escala = 10
um.
Las aplicaciones de la precipitacion de carbonato calcico inducida microbianamente
se basan comunmente en la actividad de bacterias ureoliticas (Ferris y Stehmeier, 1992;
Ferris et al., 1996; Fujita et al., 2000). Tanto las especies bacterianas aerobias como las
anaerobias catalizan la hidrdlisis de la urea utilizando la enzima ureasa para producir iones
de amonio y carbono inorgénico disuelto (DIC), que dan lugar a un aumento del pH (Ferris
et al., 2003). En presencia de calcio disuelto, que a menudo se inyecta junto con la urea, las
mayores concentraciones de DIC y pH provocan sobresaturacidon y precipitacion de
minerales de carbonato de calcio (Figura 23). La desnitrificacion, la amonificacion, la
reducciéon del sulfato y la oxidacion del metano también se han implicado en la
precipitacion mineral de carbonato inducida microbianamente (Anbu et al., 2016; Zhu y

Dittrich, 2016; Eltarahony et al., 2020).
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Figura 23 - Micrografia electrénica de barrido de un cristal de calcita en
crecimiento precipitado en aguas subterraneas artificiales por la bacteria
ureolitica Sporoscarcina ureae. La bacteria en forma de bastoncillos que
rodean y se adhieren a la se adhieren a la superficie del cristal de calcita. Barra
de escala = 3.0 um.

La precipitacion de minerales carbonatados por microorganismos es ventajosa para
la captura e inmovilizacién de contaminantes con un radio iénico similar al Ca?*". Esta
reactividad se extiende desde la coprecipitacion y la sustitucion isomorfica del Ca** durante
el crecimiento de los cristales (Langmuir, 1997; Mitchell y Ferris, 2005). Entre los
contaminantes de aguas subterrdneas identificados como candidatos a ser mitigados
mediante precipitacion mineral inducida microbianamente se incluyen Cd?,Pb*, Zn*, y
Hg?* asi como radionucleidos *Sr y ®Co (Mitchell y Ferris 2005; Eltarahony et al., 2020).

Otro aspecto 1util de la precipitacion microbiana de minerales carbonatados es la
eficacia  del  proceso  para  cementar  sedimentos no  consolidados
(biocementacién/bioconsolidacion) y rellenar espacios porosos vacios
(taponamiento/grouting biomineral). Las aplicaciones practicas en geomecanica incluyen
la mejora del esfuerzo de corte y la rigidez de los depdsitos sueltos (no compactados) de
aluvion, mientras que la reduccion de la permeabilidad es el objetivo principal en ingenieria
hidrogeoldgica para reducir la invasidén de aguas subterrdneas en tiineles, operaciones de
produccién de campos petroliferos y otras obras subterraneas (Jack et al., 1991, 1993; Ferris
y Stehmeier, 1992; Ferris et al., 1996; Anbu et al., 2016; Minto et al., 2016).
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En comparacion con las lechadas tradicionales de base quimica, la precipitacion de
minerales carbonatados por microorganismos mediante bioestimulacion o bioaumentacion
no solo requiere presiones de inyeccion mas bajas, sino que también penetra mas
profundamente en poros y aberturas de fractura mas pequenos (Minto et al., 2016). Esto se
debe a que las soluciones nutritivas y mineralizantes necesarias para inducir la
precipitacién microbiana de minerales carbonatados tienen una viscosidad cercana a la del
agua (cerca de 1.0 mPa-s), mientras que la viscosidad de los cementos quimicos tiende a ser

mucho mayor (aproximadamente 50 mPa-s).
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7 Cierre

La comprension de la microbiologia y la quimica basicas contribuye al trabajo de los
profesionales de las aguas subterraneas porque la interacciéon de los microorganismos y los
compuestos quimicos en los sistemas de flujo de aguas subterrdneas puede utilizarse para
modificar las condiciones del subsuelo. Dicha modificacion puede mitigar la contaminacion
de los sistemas de aguas subterraneas, aumentar o disminuir la transmisibilidad de las
aguas subterrdneas y reforzar o debilitar la estructura del subsuelo. Confiar en la actividad
microbiana para estas modificaciones suele ser un enfoque de ingenieria rentable para
gestionar el subsuelo. La opcion mas sencilla y menos costosa es dejar que los procesos
naturales realicen el trabajo, pero cuando esos procesos progresan a un ritmo mas lento de
lo aceptable para el problema en cuestion, se puede aumentar tanto el ritmo natural como
la clase de actividad microbiana afiadiendo nutrientes o especies microbianas adicionales
junto con los nutrientes. La investigacion con el objetivo de mejorar las soluciones
microbioldgicas a los problemas de las aguas subterraneas contintia a través de esfuerzos
para disefiar genéticamente microorganismos con una actividad catabdlica mejorada
(Janssen y Stucki, 2020).
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8 Ejercicios
Ejercicio 1
(Cuadl es la diferencia més importante entre los microorganismos procariotas y
eucariotas?
Solucién a Ejercicio 11
Ejercicio 2

Describa las diferencias entre las paredes celulares procariotas que se distinguen

por su respuesta a la tinciéon de Gram.

Solucién a Ejercicio 271

Ejercicio 3
(Qué producen las células procariotas que les permite no solo adherirse a las

superficies minerales, protegerse de la deshidratacion y formar biopeliculas, sino también

contribuir a la adsorcién de sustancias quimicas ionicas disueltas?

Solucién a Fjercicio 371

Ejercicio 4
(Cual es el tiempo de duplicacién de un microorganismo con una constante de

velocidad de crecimiento exponencial de 0.005 s1?

Solucién a Ejercicio 471

Ejercicio 5
(Por qué la magnitud de la escala de longitud es una propiedad fisica tan

importante para describir los habitats microbianos en los sistemas de aguas subterraneas?

Solucién a FEjercicio 51

Ejercicio 6
Explique por qué los sistemas de aguas subterraneas poco profundas que ocurren
en climas similares tienen la misma temperatura media.

Solucion a Ejercicio 61

Ejercicio 7
Suponiendo un gradiente térmico geotérmico de 25 a 30 °C por km, jcémo se

describiria la preferencia de temperatura de los microorganismos que viven a 2.000 m de

profundidad?
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Solucién a Ejercicio 771

Ejercicio 8
Usted toma una muestra de 20 m de profundidad y extrae una submuestrade 3.5 g
de suelo para analizar la composicion de la comunidad microbiana. Basandose en la

densidad celular media de los materiales del subsuelo a esta profundidad, ;cual es la

poblacion aproximada de microorganismos que contiene su submuestra?

Solucién a Fjercicio 81

Ejercicio 9
Sitte los siguientes aceptores terminales de electrones para la respiracion

microbiana en orden decreciente de rendimiento energético metabolico potencial. ;Cudles

son los correspondientes reductores conjugados de los aceptores de electrones?
a) Didxido de carbono
b) Sulfato
c) Fe(III)/Mn(IV)
d) Oxigeno
e) Nitrato

Solucién a Fjercicio 91

Ejercicio 10

(Cudl es la clasificacibn metabolica de los microorganismos procariotas
subsuperficiales que utilizan compuestos quimicos como fuente de energia, sirviendo las
sustancias inorganicas como donantes de electrones y fijando el didxido de carbono para
producir biomasa celular?

Solucion a Fjercicio 1071

Ejercicio 11

(Cuadl es la clasificacion metabdlica de los microorganismos procariotas del
subsuelo que utilizan compuestos quimicos como fuente de energia con sustancias orginicas
que sirven tanto de donantes de electrones como de fuente de carbono para fabricar

biomasa celular?

Solucion a Fjercicio 1171

Ejercicio 12

(Por qué los esquistos y las arcillas no son habitats especialmente buenos para los

microorganismos procariotas?
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Solucién a Ejercicio 1271

Ejercicio 13

Como parte de su buisqueda de microeucariotas y procariotas en un yacimiento,
toma una muestra de roca carbonatada. ;Esperas encontrar ambos tipos de

microorganismos, solo uno o ninguno? Explique.

Solucion a Fiercicio 1371

Ejercicio 14

Describa las formas en que los microorganismos procariotas contribuyen a las

reacciones quimicas en los sistemas de aguas subterraneas.

Solucion a Fiercicio 1471

Ejercicio 15

Explique brevemente la diferencia en el comportamiento de sorcion del pH entre
iones cargados positiva y negativamente sobre sdlidos sorbentes en sistemas de aguas
subterrdneas, incluyendo células microbianas procariotas rodeadas de sustancias

poliméricas extracelulares.

Solucion a Fiercicio 1571

Ejercicio 16
(Qué papel desempenan los microbios en la limpieza de las aguas subterraneas

contaminadas?
Solucién a Ejercicio 161

Ejercicio 17

Usted esta trabajando como hidrogedlogo en un emplazamiento donde las aguas
subterrdaneas estan contaminadas con BTEX. Se le ha pedido que justifique el uso de la
biorremediacion para eliminar los BTEX de las aguas subterrdneas y que proporcione y
describa tres posibles estrategias de biorremediacion para eliminar dichos contaminantes.
Explique qué condiciones de las aguas subterraneas favorecerian la biorremediacion
microbiana de dichos contaminantes y por qué. Asuma que los microorganismos que

pueden degradar hidrocarburos son ubicuos en su emplazamiento.

Solucién a Ejercicio 1771

Ejercicio 18
(De qué manera contribuyen los microorganismos de las aguas subterrdneas a las

reacciones de disoluciéon de los minerales?
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Solucion a Fiercicio 1871

Ejercicio 19

Explique por qué las bacterias disimiladoras reductoras de Fe(Ill) y Mn(IV) son

importantes para la disolucion reductora de minerales 6xidos en las aguas subterraneas.

Solucion a Fiercicio 1971

Ejercicio 20
¢Cuadles son algunas de las aplicaciones de la precipitaciéon microbiana de minerales
carbonatados?
Solucién a Ejercicio 201
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10Soluciones a los ejercicios

Solucién a Ejercicio 1

Los microorganismos procariotas carecen de niicleo membranoso, mientras que los

eucariotas lo tienen unido a una membrana.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 11

Solucion a Ejercicio 2

Las paredes celulares de los procariotas que responden de manera positiva a la
tincion de Gram estdn formadas por peptidoglicano, que es una malla de
mucopolisacdridos reticulados en tres dimensiones por puentes peptidicos, y una variedad
de polimeros secundarios (dcidos teicoico o teicurénico y proteinas). Por otro lado, las
paredes celulares de los procariotas que responden de manera negativa a la tincion de
Gram contienen lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas dispuestos en una bicapa de
membrana (la membrana externa). Entre la membrana externa y la membrana
citoplasmatica hay una fina capa de peptidoglicano.

Bono - Algunas bacterias con paredes celulares no responden de manera positiva ni
negativa a la tincion de Gram. Las paredes celulares de las arqueas carecen del tipo de
peptidoglicano que se encuentra en los procariotas y, en su lugar, contienen

pseudopeptidoglicano, glicoproteinas o proteinas solas.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 21

Solucion a Ejercicio 3

Sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

Volver al texto vinculado al Ejercicio 31

Solucion a Ejercicio 4

El tiempo de duplicacion para el crecimiento microbiano exponencial viene dado
por la ecuacion T =In(2)/u=0.693/u en la que la frecuencia de division celular viene
especificada por la constante de velocidad de crecimiento exponencial u. Esto da un tiempo
de duplicacion de 138.6 s, que equivale a 2.3 min.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 41

Solucion a Ejercicio 5

En los sistemas de aguas subterraneas, las escalas de longitud se extienden desde
10 m (um) hasta grandes distancias de 10° m (km), dependiendo de como se defina el
tamano del habitat. La escala de longitud es fundamental porque define otras propiedades

fisicas importantes para la habitabilidad, como las dreas de superficie y los volimenes
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relativos de solidos, agua, aire y otros fluidos. Estos factores no sélo determinan donde es
posible que se refugie la vida microbiana, sino que también influyen en el movimiento del

agua, la quimica de las aguas subterraneas y los procesos de transporte de masas reactivas.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 51

Solucion a Ejercicio 6

Al estar por debajo de la superficie, las aguas subterrdneas estan aisladas de los
ciclos diarios de irradiacion solar y de las variaciones climaticas estacionales por sobre el
suelo. Las propiedades aislantes del material del subsuelo y el alto calor especifico del agua
hacen que las aguas subterrdneas poco profundas conserven una temperatura bastante
constante, aproximadamente igual a la temperatura media anual del aire del lugar. Las

aguas subterraneas mas profundas son calentadas por el gradiente geotérmico de la region.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 61

Solucion a Ejercicio 7

La temperatura esperada en un sistema de aguas subterraneas profundas a 2000 m
de profundidad seria de unos 50 a 60°C superior a la temperatura en la superficie, que es
de unos 15°C de media, lo que corresponde al rango de temperatura de los

microorganismos termdfilos.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 71

Solucion a Ejercicio 8

~35 millones de células. En los sistemas de aguas subterraneas cercanas a la
superficie, el nimero medio de células microbianas procariotas es de 107 células/g. Por lo
tanto, una muestra de 3,5 g contendria 107 células/g x 3.5 g = 3.5 x 107 (35 millones) de

células.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 81

Solucion a Ejercicio 9

1. Oxigeno - agua

2. Nitrato - nitrégeno

3. Fe(IlI)/Mn(IV) - Fe(II)/Mn(II)
4. Sulfato - sulfuro

5. Di6éxido de carbono — metano

Volver al texto vinculado al Ejercicio 91
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Solucién a Ejercicio 10

Los autotrofos dependen de compuestos quimicos de sustancias inorganicas (es
decir, liticas) como fuente de energia para la reduccion del diéxido de carbono, por lo que

se clasifican como Quimiolitoautotrofos.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 101

Solucién a Ejercicio 11

Los heterétrofos (a menudo sinénimo de organotrofos) dependen de moléculas
organicas que ya existen en el sistema para promover su crecimiento, por lo que se

clasifican como Quimioorganoheterotrofos.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 111

Solucién a Ejercicio 12

Los didmetros de los poros de las pizarras y las arcillas (normalmente < 107 m) son
demasiado pequefios para dar cabida a microorganismos procariotas con didmetros

celulares superiores a 107 m.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 121

Solucion a Ejercicio 13

Solo una (procariotas). La vida en el subsuelo esta limitada por el didmetro de los
poros. El menor tamafio de los procariotas les permite vivir dentro del didmetro de los

poros de las rocas carbonatadas.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 131

Solucion a Ejercicio 14

Los microorganismos procariotas contribuyen a las reacciones quimicas en los
sistemas de aguas subterraneas de dos maneras. En primer lugar, la actividad enzimatica
metabolica puede acelerar (catalizar) reacciones lentas y forzar a los cocientes de reaccion
correspondientes a desplazarse rapidamente hacia o desde el equilibrio. Esto afecta a
muchos aspectos de la quimica de las aguas subterraneas, como el pH, las condiciones
redox, los procesos de disolucién y precipitacion de minerales y la especiacién quimica de
los solutos. En segundo lugar, las células procariotas se comportan como sdlidos reactivos
microscopicos debido a la reactividad quimica de grupos funcionales, como los
sustituyentes carboxilo o fosforilo, en los componentes macromoleculares de las paredes
celulares, las cubiertas externas y los EPS. Como sélidos reactivos, las bacterias no solo
contribuyen a la sorcion de iones disueltos, sino que también sirven como ntucleos

heterogéneos para la precipitacion de minerales.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 141
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Solucion a Ejercicio 15

A medida que aumenta el pH, los sélidos sorbentes tienden a desarrollar una carga
superficial mas negativa que favorece una mayor sorcion de cationes (cargados

positivamente) y una menor sorcion de aniones (cargados negativamente).

Volver al texto vinculado al Ejercicio 151

Solucion a Ejercicio 16

Los microbios se utilizan para limpiar los contaminantes de las aguas subterraneas
en procesos conocidos como 'biorremediacién". La biorremediacion utiliza
microorganismos para reducir la contaminacion mediante la degradacion bioldgica de
contaminantes (por ejemplo, hidrocarburos de petrdleo y compuestos clorados) en
sustancias no toxicas. Los contaminantes pueden actuar como donantes de electrones (por
ejemplo, BTEX) o como aceptores de electrones (por ejemplo, TCE) en el metabolismo

microbiano.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 161

Solucion a Ejercicio 17

Justificacion: Los microorganismos pueden utilizar compuestos BTEX como
donadores de electrones en su metabolismo. Mientras haya nutrientes y aceptores de
electrones disponibles en las aguas subterrdneas, los microorganismos pueden metabolizar

y, por tanto, degradar dichos contaminantes.
Las tres estrategias posibles son:

1. Atenuacién natural: se deja que la comunidad microbiana natural elimine el

contaminante objetivo sin intervencion humana;

2. Bioestimulacion: se anaden nutrientes esenciales para estimular a la comunidad

microbiana natural a eliminar el contaminante objetivo;

3. Bioaumentacion: se inyectan nutrientes y cepas seleccionadas de bacterias en el

subsuelo para promover la eliminacién del contaminante objetivo.

Entre los aceptores de electrones comtinmente disponibles, el oxigeno produce mas
energia que cualquier otro oxidante en la respiracion aerobica. Para mejorar la degradacion
microbiana de los compuestos BTEX, se podria aumentar la disponibilidad de oxigeno en
las aguas subterraneas. El oxigeno puede afiadirse a las aguas subterraneas directamente
en el subsuelo mediante pulverizacion de aire o mediante la inyecciéon de un oxidante

quimico (por ejemplo, perdxido de hidrogeno) que se descompone para liberar oxigeno.

Volver al texto vinculado al Fjercicio 171

74

The GROUNDWATER PROJECT ©Los Autores Libre descarga en gw-project.org
Cualquiera puede usar y compartir los enlaces de gw-project.org links. La distribucion directa del libro esta estrictamente prohibida.



Microbiologia de Aguas Subterraneas F. Grant Ferris, Natalie Szponar, y Brock A. Edwards

Solucion a Ejercicio 18

Los procesos de disolucion mineral tienden a consumir protones como reactivos, lo
que obliga a liberar cationes sorbidos en la solucion para conservar la electroneutralidad.
La fuente mas comun de protones en las reacciones de disolucion mineral es el dcido
carbdnico, que se genera a partir de la degradacion de la materia organica por la actividad
microbiana heterdtrofa. Los microorganismos también producen otros acidos inorganicos
y organicos. Entre ellos se incluye el acido sulfarico procedente de la oxidacion de
minerales sulfurados, asi como una amplia variedad de &cidos carboxilicos como el acido

acético y el acido oxalico.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 181

Solucién a Ejercicio 19

Las bacterias disimiladoras reductoras de Fe(IIl) y Mn(IV) utilizan 6xidos de hierro
y manganeso hidrosolubles como aceptores de electrones en fase sélida para la respiracion
anaerobica. Estos minerales de 6xido suelen aparecer como finos revestimientos sobre otros
granos minerales, asi como sobre materiales organicos particulados. La disolucion de estos
recubrimientos por reduccién microbiana en condiciones de bajo oxigeno da lugar con
frecuencia a caracteristicas de color gleyico (gris-azul-verde), evidentes en muestras
manuales de recortes de sondeos y testigos de zonas de reduccion de Mn(IV) y Fe(IIl) en

sistemas de aguas subterraneas.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 191

Solucién a Ejercicio 20

La precipitacion microbiana de minerales carbonatados puede utilizarse en la
cementacion de sedimentos no consolidados y el relleno de espacios porosos vacios para
mejorar el esfuerzo de corte y la rigidez de depdsitos sueltos y/o reducir la permeabilidad

para controlar el flujo de aguas subterraneas.

Volver al texto vinculado al Ejercicio 201
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Considere la posibilidad de inscribirse en la lista de correo del GW-Project para mantenerse
informado sobre la publicacién de nuevos libros, eventos y formas de participar en el
GW-Project. Al inscribirse en nuestra lista de correo electronico nos ayuda a construir una

comunidad mundial de aguas subterraneas. Registrese 7.

THE emV.--.
GROUNDWATER

PROJECT
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Modificaciones de la version original

cambios globales:
todas las apariciones de ym se cambiaron por um
los simbolos quimicos en cursiva se cambiaron a fuente normal, incluidas las
Tablas 1y 2

pagina ii, actualizado el titulo de Szponar a Doctor of Philosophy
pagina iii, se ha corregido el error ortografico de Natalie
pagina vii, correccion ortografica de Sponzar a Szponar

pagina 4, ultimo parrafo de la seccién 2, “Por lo general, hay de 105 a 106 células” se
cambio por “Por lo general, hay de 105 a 10°¢ células”

pagina 20, Tabla 1, el 2 en H20 se ha cambiado por un subindice en la segunda fila debajo
de "Donores de electrones”

pagina 29, la definiciéon de los términos de la ecuacion 18 se han aclarado utilizando
corchetes para indicar que A, B, Cy D representan actividades, y "(C,D)" se ha eliminado
de la segunda descripcion

pagina 29, parte superior de la pagina, A se elimin6 de "energia Gibbs estandar de
reaccion (ML?)/(T? mol)"

pagina 31, parrafo después de la ecuacion 25, KH = 10-1.47 se cambi6 por KH = 1014, K1 =
10-6.35 se cambid por K1 =10-6%

pagina 39, ecuacion 32, se ha eliminado la segunda aparicion de K4, en el denominador
del segundo término del lado derecho

pagina 63, se ha afiadido el enlace a Janssen y Stucki, 2020
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