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El trabajo aquí pre'sente tiene como obJetivo el de 

p1.rovee.r información y ,tnat'ér'fal bibliográfico a todas 

aquellas per"sonas intéresactas en el e·studi·o o en la i11-· 

vestigacion de algunos. aspectos del ciclo del azufre. 

Cabe hacer la aclaraci·on que lo que s,e p:resenta en 

este trabajo sün sol:imente técnicas qve pueden ayudar al 

in vest.iga.dór en la realización de proye·ctos cuya final i

dad. sea el estudio de l.os rni.croorganismos del ciclo de1 · 

a.zurre, su interre.lación .entre é]lQs; co.n él medio am---

biente y con el cuerpo natural tan comple:Jo como lo es -

el -s·uelo. ·ror él' To el uso que se 1 e: de a estas téc.n icas· 

as.í' cómo la inte.rpre·ta.cion d'e los resultados que se ob--· 

tengan,, dependet•á únicamente del investigador en turno. 

.. 



---¡.; ... lN.tRJO'lYUce I Ot{ .·--

El citlo de'l a,z:1rfre e$ 1.m ci.·cJo hi:.oge.oiq,u.1mi.c:o de ... 

. Qran import'.ar1tíla s.i; tén~n:iO$ en ouent.a que e·s, on nu,trien 

te· esenci.a.l pa~a: tas pla.nt.a.s y el rei'n.o animal. 

EJ azufre es nec·.esari'o: en la p.rocf:u.ccj:o.ri agríe.ola ya 

que: e:s e:·$·encla l par.a cde.rtas funcione$. de; tas P·lant.a·'s: .. 

tale,s .co.rnó:, 

1.,.., ia sintes i:s de alguno.$ amin.oaci dos c·umo: la ci's 

ttna y meti:onina:, y por .e11.de para. la etaborac'lofl. de :pro 

tefn a .• 

2 .. -. La activa,c;j.ón de ci·ertas erKzima·s pr<"teolítica$, 

e.amo las papa'í:nas ... 

·a .. ,. - La sí1n'ie·sirs d~ oi-erta;s: ·Vi'-tqrolrtq$:" g,J u,:tatton· y ... 

] ,a coen;ziJIJa /\, 

4. -· ta forrna.c'!f,ón. de los aceites g,lucós::idos qu.e: 1.s.e -

encuenit.ran .en Ta cebolla" el aso y plantas Cr'·UC:ffer·a.s. 
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S.- ta formaci6n dé enlaces disulfuro qué han sido 

a so.ciados con las carac:teríst i c"s. estructura les de 1 p.ro

top 1. asma. 

6.~ En algunas especies la concehtraeifin de los gru 

pos sL1lfbtdrilo (-.SH)' en los tejidos de la planta esta -

relacionada con el incremento de la resi·stenci:a al frfo. 

Por otra parte es .conven.i.ente seña lar qñe a.d_emás dé 

los aspectos ant~s seña lados, algunos: .de los productos -· 

formados en las t.rans.fo.rma.ci.oñ.es del ciclo del azüfre -·--

tienen re,percusion en. µna. gran Val'iedad de fenómenos e·co 

. n.ómfcos e.ntre los que se pueden menc.ion.a.t'" la corrosi:ón -· 

de los metales., la mamposter1a y el hule, la fó.rcmación y 

1ix.iViaci6n de minas, altera.c::ió.n de aceites comestib1e.s 

y otros alimentos., ademas· de causar problemas. en e 1 agua .. 

El' azufre en el suelo está sujeto a. :(Jlí.JChos cambios 

quí:m.icos y la diversidad de reaccjonés es. :postble .dehidt>' 

a. que e·l azufre aparece e.n, .Yaf\i os· e.stados de O'Xi dación. 

(como sulfato., +6:;. ·sulfito·, +4¡ tiosulfato.,. +.2.; az.,u:fre -

eteméntal. O; bisulfuro, -1 y sulfuro. -2}. 
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En mu.chas de las transforma.cione.s de.1 a.zufre están i0\'0·-

1 uc.rados di ve. rs os tipos ele mi e roorgan i·s1n:os.,, 1 os que ac-~ 

tu.an .baj.o condfci ones d'iflerentes., daindo consecuenteme.nte 

produc~tos di;ferentes.w La detecci,ón" la cuantificacfón y 

el estudio de su actividad btoquimic~ en condiciones na

tu:ra le.s y élrtiftciales p.resentan una se.rie de dificulta

des, por ejemplo: 

a) E~ nacesarin emplear una serie de medios de cultivo 

se.lectivos para cada uno de los gl"upos metabólicos. 

h) Un medio, sélectivo par.a tJ.n ti:po particutar" de: bacte---

:rias n.o es nece·s'lri.amente. el que promueve e1 desa.r.ro1 Jo . 

. óptimo de eS:tos mic.roorgar1i?mos"' 

e} Los me,dios artificiales p.ermiten detectar a un grtipó 

microbi.anO' en un sustra:to pero de :ning,una manera la acti 

vi.da.d .real q:ue de $'a rroll a.n sobre 'E:!l sustrat·o bajo con di!""' 

cio1tes naturale~. 

Por lo qué el propósito de, este t·rabajo, es la reco

pi'lac1ón de métodos y medios de cultivo empleados para -



'bioquímica de a.lgunos. mi cr·oo·rsnmi:smos del cde1 o· de·lr a.zu 

fre. 



II.~ GENERALIDADES 

Las tr:qns formaciones mtc:rob i an as del azufre p Ued.en 

s.e.r ag .. rupad.as en cuatro categor1as: 

1. .... A,s·i mi 1 a e i. on de 1 az:u:fr.e. 

2 .. - .Oe?cc:>mposi:c1ón de los cornpuest9s organicos d~l 

azuf're ~ 

3. - Oxi da:ci ón del azufre y compuestos i norg.an:ic.os 

del azufre. 

4 .. - Reducción del azufre: y de co.mpuestos fnorgani-.

co.s n.b completamente oxidados dé a.zufre., 

PLANlA 

2H+ 

SH 

•• l
: 



SUELO 

H .S. 2 ·-
an ae .rob-i o 
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. 2-, . -, so4 

2H+ 

Ci'clo del .a.zu:fre .. -- Mo.·s.trando la formación o cofls.umo .de -

áci.d.o. po.r lns varios ,procesos en la plahta Y' e.l .suelo .. 

ASIMILAC:ION DEL AZUFRE. - Es· efectuada po.r todos los or.ga 

nts.rno~s, .muchos micro.ot"flª"ismos lo toman como suTfat os, ... 

otros re·quiet-en de productos· preformados que. lo conten-.

gan e.orno a.minoaci do o vitaminas. 

El me.canfstno de c.onversiqn de sulfatos a amin:oaci·--- -

con Aspe.rai llus ni dul ans, qui'en postuló lo:s- si:gutente,s -

ca:mbi os: 



¡: 

' +s.erima ;HQ .. , a. 
""·•· .. ~·· s~.· 
1~ .. ' t .o 
S H O 
1 ' JI H ... e .... e .... e ~ o.·H, 
l <t; -

H NH-···- 2' 

Sulfato 

Ti ós 111 ·fa'to 

Seriha: tiosu1~fato 



H 
f, 
s 'H o 
r t: u 
e ..... '.'e, ""'' e 
l f 
H Nff .2 

- OH 

Esq.u.e:.ma de rec:l.o_<;c.10·n del s.uJf~rt9 e.n, la as·imifl.act9n pQr -

:A~R~!tgi.ll us _ni dul ·ans. 

Como, qu'iera RotJ.~rt.s., Abetson y otros. e·stablecierctn 

Gue las ce1.ul?--S ~onti~nen l, .•. 12~ d'e az.uf't.e en base seca .... 

f que eJ 95% de éste .. SE! en..cu.ét1t:.ra, en la .Ci§ti·n.a_, !éi's.tei• 

na y '.trtlH;i.oni·na .. 

.C-isteína 

Cisti'fta 

lH OO.C.- CH-CH'), ,..SH .. ' ·. . . :¡ . i .. ',, 

NH2 

Sulfuro 
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Metion ina HOOC-pH~CHz~CHi-S~CH3 Tioetér 
NH2 

Taurina ¡a2- cH2-!-oH 
HH2 -0 Acid& Sulf6nieo 

o u 
A e i de, C i $te fe O, HOOC-Cff-CHz~s~oH Acido Su1f8nico 

11 .. u 
NH2 o 

Aci dó Li .p.ó i: c;_o HOOG-(CH2J4-CH-CH2, ... cH2 .. · 1 \ 
Dis:uI fu ro 

s s 

Tiourea Carb ami da 

P·eni e i 1 ina G 

r i. a,ro i n ¡;¡.: Anil]O 

de 

Tia.zol 



·a1ot:ir1a 

p:rod.octos: fqrmadó$ e.n ~Ji rompt.miento de los coropue$tos -

org:a:ni,c:os az:ufta·d.os. Vaf"íart e.rt r~lación e.orí eJ :t>ipo de· ...... 

compuesto. y microprganis~mo así como de las tondiciotres -

arob·:ienta les. 

Varios· investi;gadores reJl()J;-tan .que· A<::h'.t-0mobacter _..., 

C:ystj1 lü1v_nr~um ;produce azufre :eJernental có.mo ·único produc,.. 

to, az.iuft·ado e·n l:a1 d'escamposfción ae:róf>i'ca dé· ·1a cisti'n.a 

·.~n tant(J que divers.os· hongos bp;jo 11as mi·smas .condiCión!es 

pro:c!:u.cen s ul f.at·o.s., 
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As pergi l lus ni .ge r· produc_e; suJ fat() en la tránsfo rma

ci ón aéróbica de ciste1Jra.~ taurinii y metionina; y en la 

desc:ompos i cfón de la lana por Mi c.rqsporum gypseum s~· ha 

reportad.O la p·roducéión <fe c,istin,a ,. la que e·s tra.rlsform'ª

da1 .a s.o.lf.ªt.o; de la rflan~ra .si guiante: 

Cisteíná -- Cistína sul fe·nato --- Sol finato -- Sul--; 

f
- .. 
·1to -- sulfato.. 

BaJo condi.cione.s atia:e rób1i cas se, ha observado la fo'r 

rrraci·on de mercap.tanos de la descornpósici6n de, rnetionina 

po.r .Clo.str i di'um t~tanomorehum~, ·scopul ari ops is brec\iicau-

l fs, Microsp.or:um 9j'ps-eum y :A~pergillus n iger .. 

Se ha dernos.tra,do- que varias especies de Sacchal':'Pml'.'

ill., (levaduras de1 ·~ino): pueden producir sulfato o .sulfi 

to en cultivcqs. que contienen cisteina" metionina o sulfa: 

to .. OXIDAGION DE COMPUESlOS INORGANlCOS suu=uROSOS .• . - .. -·· - - - .. 

El grupo más numeroso de mic.root'gartismos que utili'-· 

zan el azufre inórganico es el de las bacterias-; aunque 

sé ha encont~ado que algunos hongos y actinomicetas pue~ 

den también oxida·r formas reducidas del azuf't-e in vitro .. 

Se sabe aue Penicillium decumbens es capaz de oxidar- el 
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azu.fre' elemental a tiqsu.lfC\tQ en un medio <:;on S'acqrosa, ..,.., 

como fuente de carbono~ 

Wainwright. (1.97.8) p:isTó hongo:s ,que oxidan, ·el azufrre 

a •par·ti r de hoja.s y desechos contalJ1i·nado.s tale·s Q:otno;: 

Alterh:aria: tenuis, Al1reoha:sidi"Um pulluJ<urs,· Cgphél.lospo--

rium isp •. ,Y :Epi coccum .ni grum;; y de los sHelos' .ai·:sló e~pe ... -,._, 

cies de P.eníci lJ ium. 

Las bC\ote.ri.a.s de.l az.Uff'lé son un 9rupó .h_e,terpgénl*:o ~ 

de mi.crobios los cuales tt·ener1 e.fl común él ñe,cfl.o de: éJ.ue 

1os. compuestos cte azufre inorgani·co ti·enen g1·ran i~mpo·rtan 

cia en $U nreta.boJi'sm·o. Para propo~i·tos' ,prac'ti:c¡os.~ las· --

bactéri as oxidati'vas del .az.Yf're se agrupa.n .<;onveni·~n~:e---
-

mente· de:ntro d.e tres subg·r.upq.s; 

~ti} Las ba.cteri~as del azufre q.uimi·oaut,otrófi·~0;;s y fQttisi·n 

té·t1cas tales comq' TJdoba,ci:ll us y Chrom.ati·um., 

b) Las bacterias de azufre' i·nco1 ora:s, tales .c,9mo· Beggi-atoa,. 
,, t, -

e}, tas ba.cte ri a'S het~rotrofas. que .oxi da1n ai tt'Zlffre- como 

Arthróbacter sp,., s·acill'us .sp.,s Playoba.c::teri·um sp •. y 

ps.e,udomonas spt 



REDUCCTON DEL. $.OLFATO Y' OTROS COMPUE.SIQ.S .INJJR.GAN !CDS ... ~-. 

SU LFU ROS:.Q:S • 

Las b:.atter1·a.s• que:. redü.ce:n e1 .sulfato s-e e1ntue;ntran 

amp-1iamente; dis.trfifj11ii'·da:S ·~rí e:l me.dio a:híbieti:te: y tienen .... 

la. c-aracte·rí'stric.a 1,1.a~ti:c;ul:ar ·de· que al .r·ed·ucir eT s.ulfa-. 

t_o · a s utfu ro.- de· h:i1dJ7.ogerto,, -éste· .rea-cc:i on'a .cu11 el h i e•rro· 

y/,rJ éT man:g:arie·:so form_a·ndo precirpita.d:os ne.g.ro:s,, como. ----. -



IlI •. ~ CARAC.rE.RIST!CAS
2 

Y. PQSICION TAXóNOMJCA DE LAS 

BP.CTE'.RIAS SULFUROSAS. 

Las bacterias llamadas sul:ftJ.ro,sas o de1 azufre ca.ns 

tituye .. n un grupo. muy heterogéneo y e.emprende a los si-·-

güientes subgrupos: 

f_.,.. La familia Thi:obacteriac.~ae, e.n la cual se en·cuentra 

el género Th i obac·i l lus. Los miembros de e·ste gé~rte t>O son 

gl'.'.atn negativos,, no es·po:rulados.,. de fo.rniai ba.cil:at',: miden 

de 0.5 por 1-3 micras. Oxidan el azufre y/o el tio.sulfa-

to a .ácido sulfúrico y uti'l tzan la energ1a· de este proce. 

s·a para su crecimiento autótrofo ,obligado. Q facultati.Yo. 

A e:xce:pc.ión de ThiobaciJlus fi.o,telJus s.on polarmente. fla..,. 
. . 

g.e.l:ados e inc:apacés de util'izar cualquier compue:stg o:rgá 

trico¡ Dentro· de·l géne·ro· Thi obac:illus s.e encuentran las .... 

~iguientes especies; 

T ... thiooxidans~ q·ue al igual que T. concr.~tivorus es ----
. ~ 

aerobio~ acidof1lico, aut6trofo que oxida el azufre y/o 

el. tiosul.f'ato y que tto metabolita compues"tos inórganicos. 

dé hi.errO.; tiocianata () nitratos. f ~ thiooxidans Ct"eCe .

mejor a un p·H inferior a 5'; aparte de su habita.t ácido~-



- lp .. 

esta bacter·ia es primari'amente, dist'.i!'lgttida por s.u habili 

clad pará oxidar el azufre elemental a una veloeicjad com

. para.IJ:l:E! a la de la: oxidacio'n de· tiosulfato., e11 c.o.ntras·te 

con T. th1o.par.us y T. denltriflcans Tas cuales oxidan el 

.az ufr~ m'ás 1 e n.tatnente . 

T,. th.ioparus~ es una bat:terfa estri ctarnente áe'robfa que 

crece rápi <lamente en medios mfnera.les qu1ª contengan tid

sul fato y con frecuencia. deposita g tan de:s cantidades. de··

azufre molecular .. ,fst.clS de.pósitos d.e azufre en culti·vos 

con .agar le clan ·a las .éo.lqn'iás un color- blan.co-lechoso ,... 

a. ama:rtllo cana.rto .• Las especies ajsladas. del mar.· son ge. 

n~raimente mis m&viles y cretén mis ripidtmenté que las 

.a is ladas er1 agua: dul.cé .• 

T. denitrific_ans, sem~Sante a T. thi_og.arusj ,y difi~ere de 

esta illtima un i came:n te en s:o :hab i 1 i dad pa,ra, usar el: ni -

trato como a.eept.o,r· terminal de electrones en la respira

ción bajo condiciones anaerobias. r .. déni.trifjcan$ pué-Oe 

tam_bién: ere.ter can aereación e.n la ausencia. de nitr-,ato -

pero rapi!dame.rrte: pierde su habi'lidad desrtitriffcante· en 

subcultivos aero'bi,c.t~; de ah1: qu.e esta bacte·ri:a cultivada 
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aerobi;camente se hace indfs·t,:tngu:ible de. l. t·hiop.arus. T .. 

·ferroxi'da:ns y Ferrob·aci llus ferro.oxtdans., autotrofós aci . - '- - - - - - - - - - - - - . -· - . ..._,_ 

do.filitos los cuales. met.abpl·izan 1el ~·ZUf're, tio·SUlfatp .e 

iones d·e. hi'erro~ pe.ro no tiociaflatos y nitratos. T. ferro 

.oxidans es morfológlcamente. idénti'co a r. th_io.oxidans y 

T .. t.hi Qpa;rus y es fa.vo rEici do; por ;el m·ismQ va í o r de p.H 

que T. .. tbiooxidans~ puede diferencta.rs .• e' de .este ultimo ... 

por su inhaJli l i dcid para oxidar e·1 a.zufre e Temen tal .rapi -

damertte .. T. férro.oiidarrs difi<e'ré de to.cios l9s otrQS Thio. 

baci'llus conocidos, en su habilidad de us.ar iones Fe++ -

en lugar de: tiosulfa'to corno donadores de elec,t·rone·s. Sub 

e ul ti vos re pet'i ctos de T. fe rrooxi d.a.n:s en un. me: di o que: - -

conteng,a hjer-ro dan como resultado una p,érdida en su ha

bilidad ~ar~ oxidar el tiosulfato, no obstante las célu· 

las que crecen con tiosulfato s.-0n todav1a tap•á,ces de oxi 

dar sales de hierro~ El autotrofo o.bli.gado F. fer-roo:xf-·

dans es morfologfcamente ind·is,tin'guible de T. thi ooxi..-

dari.s, su pH ópti'nto de crecimiento es tamh ién a 1 re·de do~ -

de 3~5, pero el i6n fiert.o es s.u único sustrato oxi·dahle'. 

T. thJocyanóxfdans., el cual hidroliza el ti!ocianato a -

cianato y sulfuro,. s.eg:uida de una oxidación de· s.ltlfurQ ... 



a sulfa.tb, el cianato es hidt.Plizado a amonio y dióxido 

de carbono y parte de .é·sté Ultimo es asimilado duran t.e -

el cre·cimiento ... Las células que crecen' e.n tfosulfato oJ(i_ 

dan el tiocianato lentamente, :mientra$ que las .cél-Olas .,_. 

que crecen en ti ocian ato ·rápi dame·nt~ consunren ~n t i'osu1-

fato. 

2 .... L.a fami Ti a Th·i orhoda,eceae con los gé·neros, siguientes: 

a) Chromati·um,, con las sigui.eri.te·s es.p.ecies: 

Chro·matiumoke11ii . ., mic.t'oorga.nismo gt"'am negativo, móvil· 

no espo.rul ado,, con globulQs qe azufre de.sparratnados en ~· . 

s u e i to o l asma ro .i o - o u r-o urra .. 

. F. .. ·1· .. . 1 S l O·. OQ 1 . .a ·~ 

presencia de SK2; pff 6~timo de 6.5 a 7.6; temperatura ~-

6ptima de 25~30ªC~ 

dor de· electrones e.n la fotosi'ntesis:: sulfuro.;. en p.re~

senc'1a de sulfuro y de b'icarbo.n:ato;i: el acetato y el ·pir,B. 

va to son fotoas imi l'ables,., 
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ChroDíat.ium. vi.a.rm.ingij> gra,m n~ ... g·ativo~ ro9vil'.,. nq es.pqrulq

do .con g.lohul19·s de az.ufl"'.É: intracitoplasmi·c'os: y c .. gtt. ·un .c,o 

lo.r:- !;n~ts .rosa a• vi>oleta pyv,pur.a._ 

:fis i0:l.Qgía; An.aet.ob.io est·ri <t:to. iFot.qt.rof·o ob 1: i·g~dq,, pH'. 

óp:timo· 6. 15 .a 7-.6~ temperat:U.ra ópt.i:11r<~ de zg a ao.Qc~ 

Culti'·yo:~ E'.l acetato Y' e·l pi YJU:Yat,o: $iQf1 ;f;QtQ:q·si·:ro.t:l~.ble:s -.~

,e:n. presencia. de sulfur.o y hic:a:rbQrl'ato\ fue.nte de n:l·tor<íg~ 

no": s.a 1 e.s de amollTa.co y u.pea~ 

C;hrqmati um buderi '$· mo.yi:l ~· ·ton g:l,óbulos, d~ a.zuf:re i.(nt:·Y'·aci' 

toplas.m.i:Gos y con· .un ·pJ1gmen1to g.:ri'S ~mari:ll.en:t;Q. a .yi-,ol.e.tq, 

purpu;r~., 

fisioilogl'.a: Ana:erob·i10 éS\t':ri·c:tQ.,. *·otótPQ·f<ti obltgadQ·t pH 

optimo; de 6,:5, a 7~6; t.emperaturª. qptcVIUd ce 25 a. 3o'º·c, Hs_. 

~ofll"o: ob1'igad1.o fl a 3% PlV}; re·G·tJ~f,e,'ra d~· 'Viit.am·ina. IIJa' 

Cultivo.;. Donador de e lectrQ.n.es i sulfuro,. E'l ª'ce·ta:t.Q y 

·e 1 pi ruvato .s.o.fl fotoasmf lables· en J)resencj ª· de· az.ufre Y' 

bicarbonato .. Fuente de nitr6geno.:. salies de· amon.-'hicQ~ 

1 
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Chrom:atium minus, gram neg;atiy,o, ;111ÓViJ;, no é$pOrl,llad.o., 

con gJópulo,s de. azuf:re intracitoplásmicos y con un p.ig-

:me!nto rosa a rojo pútipura. 

Fi siO'lóg.ia.: Anaerobio ·estricto. F"ototrofo obligado .• pH 

.6µtfmo de. 6 . .5 a 7.'6; tempEH·atura .óptima de 25 a. 30ºC. Ca 

ta lasa +.,. h.idrogena.sa +. 

Cultivo: Oo·nado·r de eTectro:nes.: sulfuro, azufré y tio

sul fato.. El acetato, el piruyató y la glucosa son foto-

as1milables en presencia de sulfu·ro y bic.arbonato. Fuen- · 

te dé N.;. sales de auronio. 

Chrom·ati'um vinosum, gram negativo, móvil, no esporulado 

y con un pi'!Jroent:o cá·fé: naranja a, café rojizo~ 

Fisi:o]ogta:; Ao.ae:robio, fot6tr-ofo obl i.~ado. pH óptimo de 

6.5' a 7· •. 6·; temperatura frpti·ma de 25 a. 30ºC .•. 

Cultivo:: Donadores de electrones.; sul'furn~ tiosulfa.to, 

.azufre,. s ul fito y H2 . Acetato pi ruvato y .aci do.s t.ri car

bqx í l i·cos f,otoasimilable.s .. Algunos uti1'fzan g.lucosa,, ---
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fructbosa. Fuente de .N: sales de ªmonio, urea y nitra--

tos. 

Thiocyst.is geJ~t.intrsa, células esferi·cas con glóbulos de 

azufre pe.ri'f&t"'icos y un .p.igmento rojo purpura. 

Fi·síología:. Anaerobio estricto., fotótrofo obliga.do. p.H 

ópti'mo de 6.5 a T.6;. tempe:r.atura optima de '25" a 30ºC'. Ha 

lofilo {exige 1% de N.aC'l ). 

Cultivo: Donadores de electrones: sulfuro y azufre. f1 

acetato ,Y el pirµvato son fotoasimi1ables .. Fuente de .ni

tr6geno: s~les de amonto. 

c.} Thi O·Sarcin a c«>n 1 as .sig;uie,ntes ·.especies.: 

Thiosa:rci'.na ro$ea {e·specfe única),. cé:l'ulas redondas., ............ 

grám negativas, no esporuladas., c:on :.un pi.gtnento rosa y -

gTobulos de a·zufre. 

de H2s. 

.. 
CUlti'VO·! o·onadores de e.lectrqnes fQtO.Sintétit:OS ~ .sul-, ... 
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d) Thi os p·iri ll um con las si g1u·;·entes~ e:spec-i·e,s;: 

Thi QSP i ri 11 um an guincé um, células es pi:pá les~ :móyi' les; no 

espórUladas~ g:ram negativas, cou gratrulos de azufre y--. 

con un pigmento rojo p.íirp ura ~ 

Fisi:oTogia; Anaerobio. Fotótrqfo obli'gado en presencta 

·de H2s. 0.onador de. electro.nes H
2

, 

Cultivo:. .En :un medio minera·i dqnde el NH4 es la fu.ente 

de N y el H2S es neces:a rtq. 

lhi1ospi.rillu.m jenensé., cel ula$'. cillndli'icas .~spi y;.qJes; -

gram; ne·gat iv.a.s ,. no e.spor1:11 a das cQn un pi gmento1 café na.-.-
ranja. .. 

Fisiologra: .Anaerobi'o. Fotót.ro.f.o obligado e.n pt'e.sencia. 

de· H2:s. Re·quiere· la yitaroi.na s12 • pH optimo de 7 a .7.,.5; 

temperatura 6ptima de 20 a 2s~c. 

Cu1 ti'Y'o: Oonado1 res de e le et rones: s.ul furo y azufre~ --
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E:l acetató e$ fotoasimi lable e.n presencia de sulf·ur-o y -

bica rbor1ato. 

e) fhi ocapsa con las si' gui:entes .es peci·es: 

ihfocapsa, p.fenr1igi'i:~ célqlas es.féricas li ovoi·des 1·nm<?Vi.-.. 

les., nQ. esp·or1Jladas.!J. ,gram. nega.tivas., con g.raw~los dé az1i 

f're intracitoplá .. smicos y con un pi smento· café-naranja en 

cultivo l~c)uidó. 

Fisiola~gfa; A.naerqbio ·estl"iCto, 'fotet~qfo .o.bJi,gado~ pH 

óptimo de 6.5 a. 7.5; temperatura' .ópti'ma, de 25ºC, 

Cult4Vd! DonadQre~ d'e electrqnes fo'tosi.·ntéttc:.os·~. e1 a.

zuf.re y el sulfuro. En: p~esencia de s.ulftt't'o y de bica·róQ. 

nato e1 acetató y el pt"Qpiqnato son :foto·asfmi1~hles" 

Fuente de rf:: ·sales de· amQl1io .. 

fl tampfíocystis con las s·i gui.ent·es especies·: 

Lamprocystis roseopérs+ofna, cilu1as redondas~ no espo

rula>das, ,con granulas de azufre in.tt'a.ci·tQp:la.smi'·cos. 

fi·siolog1a: Anaerobi'o es·tricto .. Fototl"ofo obligado,, - ... -



- ·z .. 4·.· ..... . - ·-

Cu:l~iyd: De>n.adores d? electt'one.s.:.· 't:l,..5. s·u.lftfro Y .. · .az:ufre~ e.· 

E:n presencia .qe. sul'fttro y de· b ;;c:.arbQ.rtatq· e:l a.ceta:t.o y ~:1 

P'i Y.uva.to :son foto:as1~milables ~· Puent .. e de· 'N::; s.ale:·S! de :~mJ!. 

ni o. 

g} Th~:od.ycti1 on co,n lªs si'ga:+ent~s ·es,peci;.es·.: 

Thl:odycttonu eTe:g~ns.; ba$tone:s ·tnmó vi: les~ 1101 e,s:po ru lGidQ.s, 

sram n.egati vos, cqn gJ óbolos dé .az:'ttf .. t'e i'nt.racel·ulal'.'e's· y 

un pii·gm.en\to g:ri.s. a vfaTeta ptlrpura., 

:Fisi o:1o;g'J'a: An:ge:robi::o ~·S·tri'c¡:.to,. fp.tO.tr0rf:o Qb~· f$arlo.,,> pa 

de § ii .5 a 7 .. 6 ;. l:'témpe:r-.atu:ra . de 20 ~e. 

e · 1. ·t<"«y o· • ·•• . y . 1 '< ·• 

"fhi odyct i: on ba .. c1'l los.um, oas:tones ·i'nmóviles., .tl'o .e;spo,ru l ª'"' 
dQ.s.~ gr.am .ne.gatif.yos." con g1'.:obu:los de .~zufr-e: tnt.·r.a.et;•lYla.>:

re·s y un Pi'gmento gris a Vi':olet.a pílrpur.a~ 
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Fisiolog:iia.:, AnaerOb'io· estricto.,. fo-tótrofo, <Ctitl igad'o .. pft 

de 6:.,5 a 7 .. 5;. telllp.e.ratura de 2.0 a 25ºC. 
,,_,.e 

Cultivo: D'on.adores d'é electrones~ sulftrró y :a-·tu'fre·. Ert 

presencia de· sulfu·r:o, y f:>ie,aroonat.o e.l ac.e·tato y el' pi r.u..

v.ato .. $ .. on fotoas'imi lCJ:bles .• fuente d.e f'.t: sales de amoni'(h 

b} T:hi oped:ia con las. s:f.gui'entes, éspectes r 

Thiope,di.r.t ro::sea., ,eeJulas -ésfé>ricas: u ovgiid'e:s. inrni5:vil1 e¡s~~ 
(_ -- - .- . --- -

. 
in:trate1 ulare$, y .un 1pi:gri1~rtto ro·sa a, p'u.rpura. 

fi's.f;0.1,o.g1µ; Anaerobio e~tri·:cto) fo.totro·fo ob-Ii·gado •. . µH. 

de· 7. 2. a 9 ; tempe rat u.t-a, de zo a 25· ºC,. 

e ' l"1t"' . _u:· .. · 1vo; 

c:ant::i·clad c[e. HiS tole ra:01:e es. muy déb1: l.i •. Fuente de Nl sa 

Ie·s de amánio:. 

;):). An:mebobact·er 1c1Jn lª $ig.uien:te. espec:iie::, 

Ant(le:bQb-ac.tet. pendans,. cé·lulas redondas u o.vofde!s inmóvi

les 9' no es,p;o:r,uladas.,~ g·.ram ne.ga:t:~V.G$, con glóbulos de a----

'í 

1 
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zufres tiosulfato y sulfito. ~n presencia de· s-ulfurQ y 

bi'carbonato e 1 pi ruvato: y la glucosa son ·fot.qa.stm.i'la.-.;"" 

bles .. Fuente. de N: salés de amQ.nio~ 

j) Ectothiot>hodospira con las sl9ulentes espe.cie.~.J 

Ectcrthiorh odospi ra mob Jl ts ·.5 baston.eS'.. g_ram n~gat.t•yqs., nQ· 

.e.psorulados, con un pigmento qJU.artllo-n:ara.nja~, 

Fisiología: Anaerobio estri'cto, fot;.otrcffQ' QbJ_i-·gado~ pH 

de 7.5. a 8; temperatura dé 25 a 30ºC, r.equ~el"e NaCl Y' ·vt 
~ ' • ~<. 

tarnina s·12 . 

·e· . a ··1 ·t.·1~~ 0 ......... ' .. •,, 1'1~' .... Don adQres de. e·lectrones: 

suJfato,. sulfito y H2 ? acetatq., p'fry.yato, ma1a.t.Q• y· frtJc-· 

tuosa. Fuente de .N:: sa,1e$ efe amonto .• 

gram negativos con un pigmento rosa a rojtzoi 

Fisiológ.~ta.: Anaerobi' 10 ~.stricto. Fotót:rofQ o.b1igado, pH 

de 14 a 221 de NaCl. 
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sulfato, acetato y succinato. Fuente de N; sales d.e, .--·-

amonio. 

3.- Léi familia Chlorobiace.a.e, con los g:e.·neros siguien--·-· 

tes: 

a) Ghloro.bi,unt, con las e.specie·s sig,uie~tes: 

ChJorobium ·1imicola.~ ba:St.ones inmóvi.les, gram negat.irvos, 
- . .., ' , __ , 

no esporul ado.s, con gran ulos de azufre intrac-el ul a:res y 

un pi.gmento eolo·r ve.rde. 

Flsología: Anaerobio estriéto, fototroro o'bligado~ Re-

qui.é:re· vitamina B12 9 pH de 6 a 1;: temperatura 25 a: 30ºC .. 

Cultivo: Donadores de. e:lectrones; s.ulfuro y azufre. En 

presencia de. sulfúro y bica.rbonato el acetato y el prP-·

ptonato son fotoastm.ilables. Alg·unos utilizan .e 1 piruva

to, fructuosa.,. glutamato y peptona1. Fuente· de N:: s,ales 

de a·mon i' o .•. 

Ch lo~obi um vi bri'oforme, céluJ as ·en forma de vibri.o .,¡ no -

esporuladas~ gram negativas y con un pigmento verde. 

Fi'si:olog1a; Anaerqbfo estri'ct.o~ fQtotf'ofo, ob1 tgado .. ---
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' 
Requie,re vitami'na B¡ 2 y 1% de Na.C:l, pH d~ 6 a 7.5; tempe-

ra t. u ra de 2 5 :a 3 Oº G .. 

Cultivo:: Donadore-s dé electrones: 5 .. ulfor-0 y azufl"e~ En -

pr.esena:fa de sulfuro y de blcarbonat<h ·el a.cetato y el -

propioi1ato son fotoasimilable.s. Fue.nte de N: sales d.e: -.-. 

aman to . 

.C,hlo.robfum phe.obactero j des, bastones: tnmovi'les, g.r.am nega 
- ._.- - - - ___ . -- ' .__ ---
t.ivos, no esporulados con un pigmento amarillento a .roji

zo o .café. 

Fisiolog1a: Anaerobio estr·tcto, fot6trofo oblfgad.o., Re--
.••..•• ,,~-=::/:'~ 

c:¡ute.re de vitami'na s12 y de 1% de NaCl. pH de 6 ét 7.5; ---

tempera.tura de 25 a .30º C. 

C'ultiv:o: Donadores de; elector-nes.: sulfUPQ y a:ZU"ft'.e~ .En -

pre:S;encia de sulfuro y bicarbonato e] acetato y la fruc-,_ 

t.µo.sa son fotoasi.mi,lab:le.~~· Fuertte de N,; sal,es de amonio, 

b} Prosthecochloris con. las espe.cfes. sig,uientes::: 

Prosthecochlori s aestuari1, células redonda$ u ovoides, ...,t.., 

gram negativas. no esporulada~, fnm6viles, con gJ6bulos -
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de azufre tntracelula~es y con un pigmento Yerde, 

Fisiolo.g"fa~ AnaeY'obio estrtc.tQ; fQ.t.6trqfo .obltgado. Raqate 

re de Vitamina 812 • pH de 6,7 & 7; temp~ratura de 25 a ~~ 

aOºC. R.eq.uie re· de a a. 5% de· NaC1 • 

C.u1t5v.o: Donadores de electrQn~.s;. azufr~ y sulfurqt En ,,....., 

presencia. de :$.u}ñuro y de CCJ?.,. el acetat·Q es foto?sfmtla.-
..... 

ble. Fuente de N; s~.les de amoni'o, 

e} Chi~~opseudomonas con la especie stguiénte1 

Cb] orop seudomonas ethcyl le.a, bastones n Q eS.po r.ul& et os., ·gr~m 

n egat.tv.os y con un p}.gtnento ve:rQ.E;. 

Fisio1.o·g;1a::: Anaeróbto y ·fot.ót~of.o .ebli'garlo" pH el~ 7 a 1.2 

temperatura. de 2'5 a 30ºC. Requiere una. alta con~·entréi,tfón 

de sal {M,aC l oMgC.l2 en e·l habi tat1 t 

Cult fvo~: t)onadores de electrones: sulfuro, azufre y c.Q111--· 

puestos .orgárticos de carbono~ En presen,,ciq d.e otcarbona-

to y de tt"az.as de H2:s, el etanol, la glt1cosas la maltosa

Y él piruvato san fotoasimilables. Algunos uti'tizan tio

sufató" g:Juc.osidos\t aceta.to,. fo.rmato, gr1.i·ceiio.l;J· lactató,-
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manitol y propanol. 

d) Pelodyci::iori.:. ton las si:gt~'ientes esp.ecies: 

Pelcdyction clathnatiforme~ bastones inmóvf]es> no esporu --"---...;..__-=----- ' -

lados, gra~ negativos y con un pigménto ~erde. 

Fi',sio'logía; Anaerobio estt·{cto; fotótrofo oblfg~aclo. pH de 

6.5 a 7; temperatura de 20 a Z5 6 C. 

Culti'vos ! Donadores de ele,:ctrones: sulfur-o y az.ufre,. En .... 

presencia de sulfuro y bicarbonato e1 acetato es fotoasi

milable. Fuente. de N; sales de amonio. 

PeJodyction leteolum~ cilu1as ovoid~s, no esporulad~s~ 

gram negativas, inmóyile:s y con un pi:gmento verde~~ 

Fisioílogla: Anaerobio e:stricto. Potost.nteti'tQ, .Donadores

de electro·nes sulfuro y azufre. En prese.ncta de sulfuro:

Y de bicarbonato E:!'l' acetato y el p·ropionato son fo'toasim:! 

lables .. Fuente de N:: sales de amonio·~ 

4.- ta_familia Vfbrionaceae~ en l:a cual se encuentra el 

ginero flesulfovibrio, con las siguientes especies; 



fisi-01ogia: Anaerobio estrict~~ temperatura de jQ a 55~C~ 

Res fste 10 mtn.utos :a 7():c~c.. .Gult.f,vó& de:. '.gt.Ja,n lon,ge;yfdªd ., ... 

H, f d'roger1 as a.+ .• 

Nutric:i'ó'r:n Cfttimi o.éJ.t.ttott-Pifo.. ~mplea un gran 11ume,r.o e.te colfi 

.Puestos orgán i eocs com·c fuente d.e h i:dr§geno· del ti~p·o éle --

lcts ªTcbhJ:>leS: .~ecundªri',Q$· Y' terciarfo;s }/ ]:Q,s ac:ia;o~ ac1 ...... 

el i'c.os. de ,c.a:dena recta. 

Des u:1 f.o vi bt1, o rubents.clt i' dc'tr "' 

MotfQ,Jgg:fa ~ Se,me;Jante. ,a; fle•sJ.!tlfovih.vto. das·urfur:ic!lns .• 

Fisi:9,~;og1q;: se.mejanté a Dt ·n.es·ulfuric.ans, sal'Yo: el 'modo ..... 

de. nu:tricfon. 

Nut.ricióro 1La diferencta con iO. 'd'es1:flfurfc.ans es que· el ·...; 

o •. rube:ntschickl puede 'Ytiilii.1zar c:omQ fuente de hi:dr9$e"" 

no a los á lcoboh~s $ec.undari,os y terciarios,. lí1s grlOe:idq:s 

Y' los aci'dos. acicl·iicos de cadena rec'ta;e 
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Desulfoyibrfo vulgari's. 

Ffsiología: Anaero.bio .estrtctó? reduce los sulfatos:· a su]_ 

furos,. 

CultivQ:: Con el mrsmo medto que p.ara: o. .. destJlfuJ'~tcan~-~ No 

utiltza ptruyatoi ~alato ni ~olin~~ 

Uti'li·&:a lactato, formatq,. m~ta.nol, et~no.l, PY10.:P~ltól Y bu

ta.n ol .. 

o·esu1fo·vfbrto g_tg·a;s., bé\Si;Qnes grarn ne;,gatty.Q$'1' 

F'fstolog:ía: An~erq'bio ~stvfc;to; te¡gpepat·1,1r~ de 3Q ª 3SQC~ 

Cülti vo.: Requie·.re. medio espe·~ta1 que conteng~: lactato + -

sul:fato .. 

can1:ctere:s bioqufmi:cos; Utilizq Jq.s p:1ruyatqs. ert lt)gar de 

el lactato, pe.ro no la gluc~sa ni el' a<;:etato's R~duce los_ .... 

sulfatos. en sulfuros ... 

Désulf'ovibrto. a fri:canus; bastone:s gram ne g&t i yos, 'No .es 

porul a dos .. 



Pisiolo,9la: An~erobf.Q. e,S'tricto; temp~,rq.tur~ d~ 28 ~· 4Q·Q·ct 

Ha 1 o tolerante, 

Fuentes: de .c,a rb.ono; Lacta.. to, roa.:l0ito,, pt rtJYai;Q; Y: ~tqnol efl 

p·re,sencia d~ so .. 4, 

Bi'oq.Q.1nrtc&: En la fe:r~e:nt.a.c;tén QeJ lé!Qt.áto~ prod9ce. ~ctd.o· 

a. 1cétiao.~ ~os s.11lfqt.o.s. sqq ;p~du.oid.QS· ~n P·P~·s~.rtef'.q. de: Ta.Q-. 

tatos , mala.tQ.$ ¡ ptr . .tW'.\t.os, 

5 ... - ka. fa;1nilia Be:!Jgi;atoacea.e.~ en l·<\ OYª1.l .~e ~n.ove.ntré\ el~ 
- • . - t •. -· ~ . 

gene.ro Beggfa:fioq;, · 

•fnn.do· d.P. ·1.·•.Q•~ l;:l'g·· o· ·S· '-·· al't'Y!O\tQ·:s·· ... OCT.~nOl;fO"". 'V .e.n· h::t'!J{\;tat.·S .-m,~·}'l_ .. _ ... ~l ... 
' - ~- . -· -·- - ~ - .- -~ -~·;?· - - '_ ·:?· - ~-"- ,, ~..,,, . .., --- , 1111'C~ 'llf''1"•~, ":f.~~- .y ..,,,. 4_t .. '1_. -- l -- . ' t _, 71J\o\ 

l.os• f+l ;lmen·· +.os· á tt,_,.·cnroas""T"<-- · -· .... '\ '1.f~.f"-• .'f.,.- __ _. ~ ,, \ -"'<r-L' _ _. 

d.e B~g9i&toa, es.;tan .compues-.~o~· de $erie.s.~ lfnea1e:$, de. a.~lu. 

li\s .redondas in.c!tv'tQ:uq}é..s'I: L~~, é~ltfl 9tS cQn.i;.·i'en~n. granú.,...,, 

Jqs 1i1Po1•4a1 es y: 19etacrQm~ti,Go$·~ y tambté.n e.ye rpQs nU'oT~.!. 

re's, dtsc;retqs, El ni''trato i'norgan.tcó ast cofi)q lO,s.• ~,al'~s.~; 

de amQf\'to y las s,ustanc.N\.s nttrogena<fo~ ·or-gani'crnS'> P,ue:den

satisfacen'.\ los requel"'i'mferrtos de nitró'geno d~ s·~g9fat'oa.t 
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Las e.spec:ies crecen mejor a un pf{ de 7 .2 e\ B~.2 y .a 28'ºC,.-

No pueden crecer baJ o con di ci ones a na.e robi as. 

6. - Bacter'ía heter'otrofas, de los generQs Arth:t'c>b.acter~ --

Bac i ll us, Flavobactertum y Ps·e:ud'o.mó.na.s, 

T. - La familia,. Spo r.ovfb ri.onaceae, en la e ua l se en..cue;n--

tran las especies stgui'ente~· de g&ner-o SpPt'QYibrí·oi 

Sp,crov·ib:rio orfentts·. 

Stnó._r1imo: Des_ ulfo·tomaculum Qr'i:entis.~ 
- -

fisiolqg1a: An.aerobiQ e.:stri:ctQ-~· 1RedQ<!e los sulf~t.Qs :é\ ....... 

sulfitos; temperatµra de 3·0 a 3'7 9 C.~ 

.Cu.Jti"vo ;. Con un me die .que c9nte.n.g·& l a.c:ta.tó o pi ruY&to, ""·""" 

su l fato y ti o g l 1 col ato • 

~ioquimft&: Reduce los su]fatqs a su1furQ$. 



Sporovihrto_ runrin is .. 

Si:nqnüno: Oesulfotomac:ulum runrin TSt 

MorfoTqg1a:. Células gram n~gatlvas con esporªs redonda.s,

peq-.ue.ñas centrales .0- s.ubte.rminales:. 

cu,ltivo :: En un medi'o qué. conte.nga l actatQ, pi ru.yato, far-

mato o. sulfato .• 

Bioqu1mfca:: Reduce las sulfatos y sulfitos .en sJ.rlf'oros1( 

Spo~ovfbri o f~_rroxycians. 

SinonimQ: De.s.ulfototnaculum t1 i: grtficans., 

Morfología: Celülas. gra.m ne.g·qtiyas.,. móy·i'les_,. es:po.ruladas 

fes.por.as pe<queñas y raras}. 

F'is.tc>J:ogfa: An,aerobio e.s.tricto. Termorresístente débil; -

resiste 20 minutoa a 76QC. 



Ctfl:t.i.yQ; En un medio ql).e: c·Qnt;~n~~n ge.;lg·s.9;~ vJ·t·r·ªt.Q y- llR~ ... 

$.al fe:rrqsa:.,, 

.Bi.oq:u:'b11ic·a:; 'Reduce l;Q~¡ P.i-tl'Jat<l~ ·~ ni~·r".ti;Q.~' t Q~t<;Iª: la ~:~1 

fe..r:rO$.a, 



4.. AISLAMIErrro y CUANTIFICACION DE: : 

4.1. BACTE.RIAS Qü1MIOA.UTOTROF1CAS.. 

Este. grup6 ha sido estudiada pbr numeroso investiga 

d.ore:s los qué han recomen.da:do diferen.tes medios de cu.lti 

vo y la .ap 1 i cac:l.on d'e: Jos mismos está. re l aci on ad.a tó.n -

la e'Sp·e:cfe que ·se t:rata de ais lµr- .co.mo por las c.aracte-

r1sti cas del sustr~to. 

4 .• 1 .. 1 Waksman .(192Z) .empleo nueye medi.os de cultivo par.a 

afslar diferentes especie;s deThiobacillus de sue:los áciidos 

y cdcalin.os, .. estos corre.spo.nden á. los d.escritos pon -~

Beijerinck (l); una. modificaci'ón d~ este mismo medio: que. 

consiste en ag.re.gar ca.co3 al 1%-- o bien O. 2 g., de Ca.c1 2.

por 1 i tro (2 J; é·l medio só 1 ido descri. ta por ·el .mi~Jlló 

Waksmcm {7} con dos modificaciones ( $ y .9} .• 

Los pl"'imeros s.ei:.s medios son empleados pa.ra aisl:ar

Thiobacil lus de condiciones alcalinas, los madios 7~ a 
y .9' p·ara aislamientos. de condi'ci·ones acl'das., reportando-

de estos ú.ltimo.s., como mejores, a los, medios 8 y 9 cortsi 

derando qde estos resultados se deben a que la reacci6n-
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io1cia.1 de ellos es más f.avor.able .pa.ra, el de~;,a,rro11 o ele '\"°' 

Th iobac:i 11 us y: que 1' a, ,e anti dad a9r.agaQ.a, d~ KH2:P04 que. ac, 

tfJa tonto a·m.ó rt i guado. s i'mP i"de que e) :me:cltQ se a ci di flq ye ~ 

un gradQ qt¡e interfiera con el de~arrQ11lo de la; ba.c:t~ri"·q! 

4 .. 1. 2 Rupe.1 a. (197'3} .emp.le.o, e.1 mis·ro.o 1Jñeqio d~ Be:i'jeri~f\ck ~· 

para .alsl.ar y cuantif·i·car i'bio.b:a,oi·TTus en sue.lQ~ alc~ali"-

nos ,Pa·ra: lo que inocl:lló un .. gra1110, d~ la .nrn.e~trq, de. $!Je1Q .... 

ern cien m·fJ tli'tros de medi·q (ll.li a. un pft de. lQ cQl1:té:nt~n:..,. 

do a;z:u.1 de bromotrmol como i'ndtcadqt e fncub.a.n4o' con agt 

tación ro.tatori·.q a 3ílqC, dt#rªnte dl"ez di:as·, De lQ~· ma,..·':" 

traces en 1 os que s.e, re.gi·str6 1ma . .redqcc"N}n en eli pH del"!"· 

medio se proce.d'io a: resembrar~ J;~te a;y~Qr.· recq,rofend~ -:-,,.. 

.con fine:s de cuanttftc:a.c:iQ.n emplear" c.a.jas, de pe,tri c,Q,n. e·l 

msdio de ttosulfato de ReiJeriuck CQQteniendQ tndtcadcyr ~ 

at u1 de brmuottmol (l.). 

ri as que oxidan el azufre p roced'i:mt.e. .de s ue lJJ.S ácfdos ut i' 

liza .e.l .medio bási.c-o de sales de All~n (11}, ajust.a'<{Q & .,.. 

un pH dé.· 3. A este medi:o se agrega a.ztifre e lero~f\t¡fl a ~-

una concentración de o .. 1g;, y este se esteri:1.i\za pur se·P'á

:rado con yapdr durant~ 3: ·días consecutivos, l.Qs cu~ti•vos 
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se preparan con matraces ·con tapa de. rosca de 56 ml. con 

15m1:, de medfo o en tubos a·e cu] ti vo con ta·pa de ros.ca -

con 15 ml. de médio. Des.p·ues de la inoculacion, se ha.ce· 

p.as:ar una corri'ente de co2 al 100.%, denttto· del espacio -

de gas por 10 se9undos, y las t.apas de to.sea se ciérrah

r.apidamente... El ennrtqvecimie.ttto de co2 favo·rece el .de

sa,rroll.o y cuando e:si;e .no se r.eal tza se 0:b~s:rva u.11 cret_:L 

miento pobre o insign.if:icante. Todas l·as.- i;ncob:aciones -. 

•se· llevan a cabo eti baños de ag:.ua a tempera:t·ul"a constan

te. LQ's cultivos de T. thiooxidans se man'tiene·n a 30.,. -

4S. y fr5ºC. Los colti'Vos de Sul folobu's a·c1d9.ealdari:us a-

5$,, 65 y 70ºC. 

Para determjnar el nOmero de· .quiJ1li.oaut.otrof9.s .Qxi--.. 
dantes del azufre en· las muestras de sut=fl:u~ se emplea la 

técnica del número más. probable para lo q.ue sé hace un -

enr-iqUéC.i:miénto selecti:yó en e1 medio de Alle.n (11) a -

un pH de. 3:; mejorado con az.ufre· elemen·tal estéril! se
prerrnran 20 series dé '(:iilucion.es con 5 repeticiones p.ara 

ca.da. di l uci· ón dé suelo. Lo.s tubo·s se incuban en la obs

cu:ridad dura.nte 14 dlas a la te.mpera.tu~a del suelo. El -

núme·ro más ·probablé de los organi~smos por g!ramo de suelo 

se· determina usando las tablas de Cochran. 



- 40 -

,,~. 4· .. 1. 4 Wa i nWrlgtiit e 1979) ., aisló y cuant iflco mi croorgani s'"' 

1 

1 

mas que oxidan .e.1 azufre de ,plantas y s.uelos e.xpuestos a 

G.ontgminaci.on atm.os.fé.ric;a y eropTeó' e·1 medi,o descrito por-· 

We i· r+F9ª (12) qu~ consi .ste en un me di o basal carente de .... 

fuénte de ca rhono ~ eJ que es cubi'e rto con im a capa blanca 

opaca de·. az.ufe:, 1ª aparici·ón de. zonas claras e.n Ta capa-· 

de azufre índica la presencia de bacterias ·quimioautotro-· 

fas ,qxtda.ntes del azufre. Par.a cuantificar est.e tip . .o. .de

:mi.c.ro·o.rgan:ismos en p lant.as y en. el sue.l o, la cue.nta en ,~ ....... 

placa se lleva. a cabo de. 1 a s J g1:¡i ente m?mera; 

a} En pla~ntas. $.e lavan las hqj a.s .con ;;i.gua destilada y ..... 

1del e·xtracto s,e ·toma, 0.1 :m1. y se siembran en el medio .an 

té. ri.o r ~-

.b} En suelos. Se' prepar-a una s.uspensi'ón l.·:10 de suelo. ~n 

splucion Ringer al 2:5% y se agita dorante. l5 mtnutos a 100 

Rev/inin. De esta su,spension se siembran 0.1 nn. en el me 

dio antes méncionado. En ambos tasos la incubaci6n es a 

25 9 c. 

4~1.5 Postgate {1966} efectuó una revisi6n de los me-~ 

dios de cultivo empleados para el estudio de bacterias --
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st,il fu.ros'a$ y los agrupa comQ medios selectivos pa . .ra las -

diferentes .especies de Thiobacil:lus~ médios de: enriqueci' 

miento ,y señalª a:queTl os ·que son .em.pl e· a dos con 'fines de· -

cu.anttflcación:: · Todos los. lhfóba,c11lus excepto algunos 

mie.mbl'los ele grupo nove llus usan el azufre, de: ah i : q·ue e T 

.medi·o mas. usado oara dtagnosticar: e:l génef'o es el medio .-. 

S( 13}. De~cri to por- Stark.ey (192:5} y rec:ome:n dado por 

Vishriiac y San ter (1957}. E1 mediQ. dé azufre se esteri Ji 

za .. mejor con v.ap.or 30 nli'nutQS durante 3' d1i;ts suc;es·ivos .. ~ -

debido a. que est~ p.r.o.ce.dtmi'.ent<J tnan t.:iene e 1 mate:ri al en ... 

la: superftc.fe, ac.elerartdo el: crectnrie·r.:to~ EJ culti:v.o aero 

.btco en matraces .c.óni cos e·s sat i&facto.ri o· y el .c·rectmi eQ. 

to .se observa p.cr l?: tul"bi'dez e intreme?:to e.n. la áqi·dez;. 

cott especies 'movi'les, pueden verse con ·e] mícro.s.copi.o ba-
• 

-

ctl os apiñados -a los ""'gt"an u.Tos de az.ufre en forma. de ro--

setas caracteristifra:s.:. u:n vaTor i.nicial d~l' pH de apro-

ximadamente 5 es selectivo par.a_ el_ grupti thic;o.xidans, 

cual puede bajar el pH a valores inferfo~es a l~ despu&s

de dQs o trei s~manas; un valor inicial del pH de 7~5 es 

selectivo para .el grupo thiop.at-us.,. el cual ·gerr.era1me:nte -

lo disminuye a: cerca de 5 perro puede alcanzar Yálores has 

t:.a de 3. Los medi·os. de tiosul fato muestran cambios. de pH 

sfm1lar.es aunt]ue· de un caracter menos d·ramat.i·c.o.; son ·úti ·-
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les porque pueden hacerse soltdiftcar con a·ga,r y .usars·.e -

en el. .ais:lamiento de colo.ntas, .81 111edfQ R ('l41 .e:s sele.f 

ti'vo para T· denit.t'tftcans, Jos cultivos deoen poners·e; eil 

condiciones .a11aerobfcas a 30º C"' 

El despre.ndintiento d.e; gas (N2 ) se. constde·.ra como -un lridr·

ce de cre·cimienito. Ci'e:t1tos componentes d'e.1 ro?di'q-. se d'e.--

ben esteri ltzar po.r sE;pa.:rado. 

1} La nece.:;:iri<nf d~ que. e.xts~an toni;s ~monlo y nitra"" 

tos porque et or~rarti'smQ nq puede a.~t-mi'lar eJ nttrógeno de 

2) La presenci:a :d~ t.iast!J·lfato en un e·x:ceS'o mo·lar so"" 

b·re· el ni' trato, para e.vitar la acumtJla.ci·ón de n 1·trítos ':'< 

que son tóxi'<::os :para el of\gantsmo. 

EJ medio (13} S a base de tiosulfato es adecuado pa-. 

ra el cult.ivo én mas·a de todos 1 os t t.pós a e.xce:pcí ón de .... 
""'~. 

T. f:erro'."'o:xi.dans.; los cultivos Ct'ecen ·méJO·P con aereaccióo--
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forzad,a dentro cte los matra.c.e.s, a exceµcton del grupo ..-.-:

T~ thiaparus en el qij~ una aereact6n vigoPosa ocasiona 

el retraso del desar-rQllo tnclusive lq.s~ suprtmei 

Con J'. denítrtfiGatl~ las preca,uci'pnes pa.y.;a evitar-· 

la tq)Stc.ildad antes. ro.enctorrnda. debe·n l le'Ykl'f"se. 'ª oabó ª -:
ttemp~. El Dr.-i K. S.a;_rgeant (Pes;tgateh 19'66-) tn.crememtó"'i 

el r;¡;ndfmie.nto de. lC\ ~speqN~ en 9.yJtiyQ ~n ma:sª 'Jned:tante . 
la cont fnua a a lec ton d.e N aaco2 (p a,ra. mantener el pft de -

6. 7 a 6 ... 9l y t-tosq.lfa:to y· n+tra;to durant~ e,1 c,r~oi,mrertto, 

El medio P {15) e.s·· ade:cl.la.do para, el cultivo en masá 

de: 1\ ferro:-ox·tdan.s en matr~c;e,s con a.erea4tQO ~ El D:r. -

M.A~. Yates fPos:tg·at~ 1~6i:n e..nc;ont.ro" que l0i a.dlc .. ión de·:~ 

5%' ( vtvJ de cu2 al a i:re JJ)ej o.ra e 1 r~rtc:l"fmíenlo de las. c'ª-.-

1 ua1~s bacteri~nas. 

4.:1 .• 6 En el manu&l Dtfco {195,3} s~ descri,be el si,gui:,.ert ... 

te método pa.ra el qi.s~1.amiento de Thtoha,c.illus· de: JIP~st'ras-. . ~ - . 

de agv.a o suelo: s.e 1nocu1an: eJ'l e:a1dó~ :B'a,cto.-"PhJobC\ci.llus 

(16}. y se incuban ~ temperatura ambfente durante l a 2~ 
s~manas hasta que haya· e.Y1'<lenci·a de cre.ci·miientó, Y' a par. 

tir de este desarrollo se afectia el afsJamfento por-~ 
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transferencia .a ·e.aj.as co.n a,g·ar Hacto-Th io.baci] 1 us (17) -

en el que s.e · desarroltan colonias p.equeñas .qu.e con 

frecuencia se impregnan de .. azufre y .a cuyo a 1 rededor se. 

o.ri gi nan i,ona:s c1 aras debtdo: a la. formación de ~ici do ·..,. 

por la oxidació'n de,l ti'osulrato, las que normalmente son 

mas e.videntes .que el desarroll''O mi'.crobiano. 

D.lSCUSlON .• 

Existen ~algunos inconvenie:ntes e.rt la Utilización de 

los :medi'os .sol i'do.s.; si" bi·en estas bacterias pued.E;!:n ser-

fa.ci ltnente purifH;adas ·medi'an.te la si'embra eJ1 estrla en

·medios s61 id.os~. l'os cultí vos gener.a lmente s·obreviv.en me-· 

jor en medlo~ l'iqui . .dos que e.n ·agar, p"os1·ñlemente d~:bido 

a q.ue se· p.yedert r1egar .a alcanzar alt.a;s. concentracione.s 

de aci do s ul fúri co e;n 1 a. ve.cin.dad inmed1a ta ª l des arro,_...,. 

l lo ba.cteri·ano. 

tos actdo-sens1tivos, como Thiobacillus thioparus -

por ejemplo ·2 re.qui ere que se rés i embren .cada 3 dras, sea 

el medió liquida o salido. tos cultfvos de Thiobacillus 

se p·ueden conse·rvar o ten por ·medio de la 1 i'ofi'li:zaci·on-:.. 

(Vishniac y Sa,nter,, l957J .. 
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E:xi ste.n sin .emba.rgo ·problemas originados por el d.é

sa·rro ll o lento. de· Thioba:cil 1 us, lo que ha dado lugar a -

reportes con resultados · confl i' et fvos con respecto .al ... -

efecto· de la a,g,ita·ci'óh en l.o·s culti·yos d·e T .. tntooxidans 

en el medi'o de Star.ke,y (13),. adi <:dona.do de part1.culas. de 

azufra e.n p o 1 v.o fTá ka.kt,twa, l9 7·9 J • 

Qmbreit (1951 l reporta que la o:xidacton del a;zufre

es .mas 1 enta. en los culttvos· ~rt agitación que en culti-

vos estati cos. y sugiere que el moYi'm.iento separa. a las -

ba cte·ri: as de l a.s p a rt icu1.: as de. l azufre. 

Cóok (1964},, investigo con m·ás detalle eJ ef.~cto -

de.l rnovtmiento en cultJyQs de T~ thtooxldans:, y encon.tro 

que ~:1 movi;·mfento irnne.d 1 ªtamente -después de la ;·nocul a-

ci ón nQ es: fa VQ4~ablé pero el.randa se i'ntroduce. después ... 

de. tres dlas de inc.uba.G:'lO'n estactonaria estimu1 a. el cre

cimiento ..• 

Takakuwa e· Iwasaki fl97g), proponen dos me.cani:smos

para. eI aprovechami'e.nto y oxidaci·ón de1 azufre por .... --"" 

Th·i:oó·acilll)s: 
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(l:J rEl ai;:ufre r:eac:~iona c~n ágente.s q.ulltl'icos o en

z·imáti(!os excretados po.r la b:a:ctetia con l:a. formCJ.ciOn de 

com,pues.to:s. só]U::b:l:es. 

(2) Una ·'N:ac:cio·.n: ;en:t..re: g1 aczufre Y Uñ (::ó,.rnponente ... 

celt.J] ar se lleva a c·abo en la superf'i-cie de l a·s c;;é1111: as-. 

ba.ct'eriana.s. La ma_yo::rfa de las evide:ncias hcrst~ la fe-

c:ha ap(Jyan e/T se:g:yn.do m:ecátti'smo, aunque· la nat:ura:lez.a de 

1;a reac.c·i'ón es todav1.a obs.cura.~ R.eporta.n tambie;11 qu~ ta 

a:dhe.s i:9n de la célnTa a l'.a :part1·culia de .az:ufr.e es .comple 

ta en cinco ntfnutos- a una ve:i o:cfdad a,propi(}d.a dé-' movi ... -·-· 

mle:ntq., -Y :si.n -~rnb~:rgp el c:r·ecin1i·e,fit:n de T. tfiiooxi·dans- -

é.S .óptimo"'. bajo coñcentra-cjanés· m1.1y bajas de .ox:rge:rro ... -

De at11· que el af.ectq de la· aere~ati.on ,asi oó.mo_ el de la'"'· 

ª'gltac.iórt1 deben ser to.rna,dos en consideraci·ón par'.a clal"·i

fi .ca,r e1 efecto del mo·vimi entC> ~n el crecimiento de· este· 
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4 ~ 2.. BACTERIAS SUt.fUROSAS INCOLORAS (.J ,. R.. POSTGATE 

19()6.). 

Las bacterias del azufre, inca To tas son aerclbi cas, ·~ 

oxidan sulfuros disueltos a azufr,e y general!nent·e a su 1-

féltó; algunos de. los Thi'obacillus comparten e:sta fNtbi'li-

dad, pero Jos, nri'embros del presente grupo 'g.enera lmente -

acum.ul an gránulos de azufre dentro dé sus c~l ulas,. 

Las. formas fil amentos. .. as tal.es como Beggi atoa. y ............ _ 

Thiothri.X están esparttdas erl la naturalez:a, las formas

unicelula.res tncluyen Thi.ospi r;f' 11 um y la marina --. .--..:;..;~

Thi ovuTum~ 

Las técnicas de ·atslamiento y enriquecim1~ento. de es 

te grupo, han s fdo f"eVi ~ada.s por 1 a Ri Yi el'\é (1. 9.65 }~ 

No ha;y realmente :u.n medio select·tvo para ~lla'S y se 

1obtten:en mejor usando la columna de Wtnogr.a.dsky o una va 

r~ante.~. par.a ello deben coexistir H2S, atre y co2 por un 

periodo :razonabl ernente largo.. Los c.ulti yo.s puros son 

a1slados p.or medi'o de es:tratagemas adaptada.s al tipo par 
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ti·cula.r de mi.croorganismos que se trata de enri:quecer. -

Una vez -0bténidos san ~ultivados en soluciones salinas -

sobre una c.ap¡;¡ de agar que cont.iene H.2s libre, dentro de 

la cual se t>urbµj·ea ai.1'1e para ca.usar aereacton restr·ingi 

da"' Un artefacto p.ara efectuar este· procedi'mi:énto se 

p·resenta en la figura 1. La Rivtere lo uso con éxito 

con lhiovulurn. Fauré-Fremie.t y RoviJI.er (1958.) usaron -

tubos de Vidrio con agar-sulfuro abiertos de. la. punta, -

i n.trod,u.ciertdolos dentro del agua de mar, en ambos mét0c

dos los ·()rgan1smos forman una especie de velo cuya dis--. 

tªnci'a de,l punt.d po.r donde penentra el H2s al me,dió arn-

b i ente d.e.pe..nd.e de ']a. 'Ve] oci dad a l ª' cual enttta (se fl U.s-

t ra como F. en Ia figura. l}. 

1La ba·cteri·a del a:zo·t're fi lam.entosa Beggi atoe. no es 

n~ce~ariamente autBtrofa~ Cataldf {1940} usa una infu~

s fon de pa.ja p.ara enri'quecer al microorgardsmo y produ-

ci¡r H2s. 

F'aost y Wolfe {19601 y S.cotten. y S.tokes (19.62} p.u

rificaron cultivos a partir de pe1fculas de aeggiatoa -~ 

que emigraban sobre p Ja.e as de aga·r extracto de carne o .-



agar extracto de leYadyra~ incuoadas a 30ºC, y .aislando-

los extremos de los; tri comas, estos a.is l ami'entos fuerort

mante.nldos en medio de la misma composición. Surtan y -

Morita (1964) reportaron que para cul t:ivos en masa, el -· 

rertdi'miento fue mejorad.o po..- la adición. de catalasa al -

medio de cultivó; e:l medio tiene la si:gui'ente .co.mposi--

ción: e·xtracto de levadura, 2g.; .c1'oruro de c.a.1cí 10., :O. J 

·g.; acetQ.to de sodio, 0.5 g.; a.Q.a:r-, 2.Q g.; agua. descti-
. . 
lada~ 1' lt.; catalas·a .si.gna flO unidad.es/ml} las que .se -

a.fiad.en asépti'c.aroente .por goteo a las placas del a.gar. 

f:·.·· ' 

"··. 
Fig .•. l.- A.parata para e1 crult1vo de Thiovulum y ·otras ... 

bacterias aeróbicas que oxidan e,1 suJfuro .. 
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A: agar que cont.i.ene HzS 'º fNa:2sJ. 

B: ~édio (agua de mar -0 sales enrigueeidas}r 

C: collar para reducir la turbulencia. 

D: c-ap i: lar par.a el paso de i.: ad re •. 

E: tubos con tapones para la entr.ada y S.illida del 

aire. 

F: p.osrci.ón tipica de la zona de Thiovulu.m en .el -

medio qe enri:qtleci'mfento, de La RiviéJ•.e. 

4· .•. .3.. BACTE:RlAS SULFUROSAS {O llEL AZUFRE) FOTOSINTETICAS 

(J. R.. POSTGA TE 19661. 

Estás bacterias~ las 1ibactérias de.l azufre· colori.

das*' Q Thio.rhoda.ceae.; son t·odas autótrofas fotos int.@ti

cas. que requiere:n condiciones ana.erob;,.cas .. , En presencia 

d.e luz oxidan ,e·l sul'furo a azufre lfbr.e y sulfato:, y cpn: 

f're .. cu.encia acumulan .gránulos de az:u!fre. 'Varias .especies 

son aut6trofas oblig~das y el resto son facultativas. Se 

i'ncliJYen la's ba.cte.rias verd.es. del¡ .t;t:zufre (Clorob'.f:um~ ~ ..... 

,Ch lorobacterium) y las. bacteri'as púrpuras del azuft'e -

{Chrómati um,. Thiopedi'a}. 



tas bac:te;rigs verde·s tales· como Chlorohium son 'fa--

\fcJreciqas po.r la presenci.a de a2s a una co.ncentra.cion .de 

10:0 ppm y pH de 7. C. t:hiosulfatophtlum Sie .d,iistingue ,..._, 

de C. limico1a1• ,por s.u ñabili dad. par.a, usar tios"ulfa,to .en 

1,ugar de sulfura,.. Ch lorobac:teri.·.lfm.;, un géne·r.O. móv1l "· ......... 

pue1de aparec~r y mostrar facultades heterótrofas... . Las -

hac:te .. rias roj.as >C,onta Chromatíum f} Thiopedi'a son favore.

cidas po·r H2S a una co:nc.entt·a .. c:ton de. 20ppm y pH d..e 8'; -

Tas .especie.s s·e: :dis.t:fn,guen·. por '.su ·mo.vili'dad y apirrie·ncira; 

ambos tipos. pueden se.r mantenidos e.n cultivos por pi ca-

dura en el emdio T (22) c11bieto con agarf 

Culti v.os. prófund.os en matrace.s co:n agar en los me

dios T(2.'21 o p· (z3l son usados par.a e·l afs··T'amiente> de co 

lonias de ~ste grupo. 

Los 9é:n.ero:,s Ch romatlum '· .Rfiodo.thi o.spi'rillum.; ----

Thi opedi'a y Cñlo.f'o.bi:,um, de la fami:lia Thiorhodaceae se 

desa•rrol l an en eJ .medto P (231 i lós d.os prtmer-os 'te·quie-

ren vitamirra B12 ~ y é1 crecimiento de Chlorobium se in~ 

crementa eón la: adi'ci~n de. \ti:tami'na s12. al medio de cuJ-· 

tivo o aumentando· la cantidad de cofl:alt.o en la solución.

de elementos traza .• 



- s.a -

( 

.4.4. MlCROORG.l\NISMOS HETEROTROFOS O)CIOANTES DEL AZUFRt. 

4.4. L. Pépper (19J.8J atsló bacterf.ás fie•ter-Q.trofas 

capaces (fe oxidar tiósu1f'ato o a~ufr.e elemental emplean'""· 

do. el em.di o de· Vishni'ac y Sante·r {24) enrfqaecido con ,,..._ 

1% de azufre elem'.enta.l y mejorad.o· con 2%·. de glucos.a. Con 

este método ha s·ido posible el aislami:ento a partir de -

suelos arcillosrrs. 

4.4.2 Wainwr~g.ht (l97.9b En sus .estudió.s sobre ..... 

sueT.o. y plantas contaminados aislo y cüanti:fic,o bacte---· 

rias ,. actinomicetos y- hon:gos oxidantes d~l a.·tufre emf.11 e-· 

an:do para bacteri'aS. el emdio de .W'eiri'l1gá (l2:l ~"ofl una -

.soh.re·capa de ¡:tg·ar nut:tittvo a. un ,pH de. 7 .. O;. :para a e.ti no-

mi'tetos el mi s·mo medt9 <h:!scrito p.or Por·ter Y' colaborado= 

res (25] y ·para hopgos 1'a: subrecapa emp:lf?ada. fue la deT·

me.d.io Czapek. Do,xlpo11suJ>furo (2.6}.. En todos los· casos 

el criterio enrpleado como indice de 1 a oxtdación d .. e azu

fre es 1 a apar·i,cion de manc'ha.s claras en la. ca:pa de. azu-

. fre:~ 

... 
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4 .. 5. MlCROORGANíSMOS REDUCTO.RES t>E SULFATOS •. 

Est.o.s no. correstH>oden propiamente a las bacterias. 

sulfurosas pero por tener g.ra.n tmportanc'ia en el ciclo -

d.el azufre, se i ncluYe-Í:l .en el pre.s.,ente trabajo. 

4. 5. L. Wakao ( 1973}.,. empleo el método de la mic.ropipeta 

para cuantifi caci an de b:ácte_rtás r~ductoras en suel.os· ·-

de'l .arroz anegados en aguc1 con un J~onteni·do. de humedad~

de aproximadamente 60%. Para tales fines se. prepQ::ran --

100 mfcro.pi.petas, cada una de e ·mm. de: di.ámetro i'nter·t.or 

3 mm~ de. diámetro e:xt.erfor y 150 mm. de long:itu.d y un -

a1 ambrado de mall á. de. 4 mm., con 40 mm. -d.a largo y anchtL. 

Después de e·fhnina:r el a_gua superficial en el sue:

lo, se. acamo.da el al ambt'ado cerca de la superficie de·l -

suelo y cada :una de las mi',cropipetas se inserta ve~ti•cal 

ménte dent~o del fango a trav.és de, cada una de las ma--' 

llas. a una profundidad de 25 mm. de la superficie del ........ 

suelo.. Una p.equeña c.ant,fda.d de suelo cerc~- de 10.0 mm, -

se s:uc.ciona dentro de· cada una de Tas rni c:ropi'petas. En·-

tonces se sacan las pipetas y se tapan am5t'1's ex.tre_mos -



oon ta,pon:es de goma esterilizados para p:'f"eNeni"r la, éva--~· 

poira.ci.o.n dél' é\$Ua de Tas .mugstras dE; su.elo y ía ex.posi~

ci 011 al. ai r·e. 

La Jl}ue$tra · de .sÚ'eJ o ~n. cªda (lipeta .s·e tr'a:ta de la

s 1: g1J.1en.t:e. ma,rt.era.: de.s'pués de qu'i<tar 1:os tapon.e·s' de 1goma:s 

J:a mt.n~:s.tra del su:gl:o se pone e:o una :pequeña. pig,z.a del'g·a

d.a d:e alu.mi:nio, de 3'Q. mm. c.uaarad.o.s.., la. q.g.é h<t sid.o pre-

yi ª'me.nte pesa.da y este,.rfliz.ada.. se 'mez·cla el· .suelo de -

la hoja deJgada:, ·éie· .aJUmini'o por eere·a de .ZQ s .. egundos y .., 

me di o y. la m·i tad de la .cantii:.da.d; ge s:ue1 o es :separada y -

.pue:st'a e:n otra pi'~:tá d.e l 10 mm: .• c.aadrados de: a·.11.uniltrio y -

pe.s>ada. Se eól.Q.ca la ndtad S,1e:pat;-ada det1tro, de un tu,.bo .... 

conteni1 éndo 10 mJ... de a9'Ua e.st·eri'li,,z.adai y s~ .~;glta, c<Ht

la :nra:no 'lig,:aró:zá:ment . .e dural11te: tin .s.égu.ndo,~. L .. a s.uspen.sfon · 

de sueto· asi hecha esta l 1sta pfi:,r.a usrar;$e en el recue.ntíJ 

dé hact.eorias reduc·t0:ras del' st:rlf.ato. El ,numero é·S·ti'ma·do 

de bacteria vi.able ·se exp.·re~a en: una. ·base ·de 2 ~g .. de ..... ,..., 

$iOé· 1'!º se,co •. 

El rtilméro. de f>acte·rias: .re.ducto;ras del sulfato· es -

tlet:e,rm.i nado: por· el mé,:fald·o de pJaca de agar anaeróbi:coi. 
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4 .. 5.2.o Wakao (19731 uti1iz6 este· método con suelos. de . 

a.rro.zal es agotados con ap.rox i ma.dament.e; 40% de canten i dn--

de agua. 

Despué.s d.e las cos.e.chas den arroi se extrae un ·ola 

.que de suelo. de 10 cm. de la.rgo 1 10 cms. de anch.o y 15 -

cms.~ de profundidad. El bloque d.e ·suelos.e· divide en-·-" 

dos partes·. De la superficie del suelo recientem.e.nt.e. ex 
' ., 

2 puesta se selecciona un área de 20 x 20 mm •. de est·ruc-

tu:.ra y <;olo:J'·· homo.g.éneos.. Se. di y;· de el área en 100 sec-~ 

c1ones de aproxtmadamente 2 mm 2 , con una aguja estéril . ._ 

se :toman aprox.im<lda.mente .2 mg. d.e ·suelo de cada sección. 

La muestra dé suelo es pUe$ta en un tuvo d'e .et1saye y se

le añ:ade 1 rol .. d.e. agua estertl iza.d.a~ El tubo se agita -

con la mano para as1 obténér una suspens1ón d·el suelo, -

Se ha.ce. el recuento d.e bacterias reductoras del azufre -

en la. suspensión. Por lo tanto, de un area de1 suelo d~ 

20 mm 2 , se .. obtienen 100 muestrélS d~ suelo p.ara :se·r anali 

zada.s, El numero de bacterias se :expresa. en 'base a ---

2 mg~ de suelo~ 

E1 número de b acteti as reducttlras de su1' fato es -

dete~minado par eT m@todo anaeró~ico de agar en placa. 
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--4'_.-5·;3~ :Póstg-cite (1966) uti1i.za el m.edi'b 8 {18} el que -

corresponde al medio de Baár supl emen.tando con extracto

de levadura y agentes reductores.. Se añade a un matraz~ 

él cua 1 con:ti ene 1 a muestra, se 11 ena has ta e 1 top e. y se 

tapa para a.sí el imtnar el atre... Pa:ra muestras marina..s -. 

se afia de NaC:l .al m.edi o; l.a tnc:ubaci ón genera lme.nt~ es a 

30ºC. para los organi·smos mes6f.iTo.s, 37ºC. para J a.s bac

te1ri'.as que reducen el sulfato en.:el rumen y a 55ºC. para 

los mi croorgani's.mos termoffl os. .La pre·senci a d~ bacte---

ri as reductoras del a:zufre se pone d.e mani:fiesto al ha.-

ber ur1 ocurec:tmiento en el medfo des_pues de la tncuba--

c.ion;, el anali·sis debe indicar una conc;entracion de. H.zS

de 30 m.g/ml. o :mas. 

La di ferenc1aci8.n de las· .espectes se puede 1 leYa:r"'"' 

a cabo de la manera si·guiente.: el crecimiento a 55ºG. -

indica ún1camen·te Deslilfotomaculum nig.rifi ca:ns. E'l cr.e

cimi.ento a 30 ºC. o a $7 ·G.c, después. de cale·nta.r l ml. -

del culti'vo a lOOºC • durante· lO minutos, i.ndica mie:m.--,... 

bros mesofi'l icos del g.énero nesulfotomaculum, el cual ....... 

puede ser i'dentificado después en base a su ro()rfologfa. 

Esta conclust6n se ratifica mediante una prueba de fluo~ 

rescenci·a negativa, Esta prueba que es espécifi ca para-
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e 1 .9en eró Desul fo\f ibri o, se lleva a cabo ca:l entando T ml,. 

del sobrenadante· del cultivo (eltmi:nando el p.recipitadp 

d<= FeS) mediante centrifugación y añadiendo una gota d:e ... 

NaOH 2N y observando ba:Jo 1 uz µ1 t.raviol eta a 375 nm, una 

f1uorescertci.a fuerté c.olo·r r.oJa indtca 1 a p.:resencia del

ge·nero Des.ul fovibri o~ El crecimi"ento en un mec:li9 que ..... 

contiene mas dé 1% de Na:C1 ,_ pe.r.o:~_no ·en Uti JJ1ed.io de agua-. 

d.ulce indic.a la presencta de D. s.aléxigens, ayn cuando -

algunas .otras especi.es martnas · req:ui eren NaCl:; para con 

firmar esta p.rueba se h:ace c-re.ce.r en pre.se;11cia de inhibl 

dor 11 Hi'bitan:e 11 (Clor.hexi'dina) e,.n proporci.ó1n de· l mg·./111L. 

La habilidad de crec.e.r sin sµlfa.to: y con pit\lYO:tQ o colí 

na en el medio ·o (2.0}, e.s catacter1sti co d'e: la·s e.s·pecies 

o .. desolfl.lricans; si no fiay crecími'e,nto si;n sulfa.-eo. i:n-

· d;i'ca D. vu'lgaris~ D .• africanus, o -n. g.iga,s~-1as .cuales, 

si bien son morfológ1camente diferentes~ no s.on faci lmen 

te dis.t.inqui:b1es mediante P'r:uebas: en medtos de cu1tiYa.~ 

Para el cultivo e.n .masa. de las bacte.ri~as que redtJ-

cen .el sulfato.~ $e us·a el rnedto e (19) el cual e'S una..-.

modificación del .medto de. St.arkey (1938} y .Butltn.;. Adams 

y Thomas (1949) Este contiene la·ctato y sulfato los que 



ii1crementan el ~rg.ci'm·'ie.nto., y el cí·tr-ato previ'ene la far 

macion de precip.itados dura1tte la es-tetf1i'zat:i'61i con au

toclave y la cons:ecue·nte necesi:tjad de filtrar y reesteri 

1 i'zar .. 

Para especfes. ma·ri ná se sup.lementa ~o.n NaCl al 25% 

cort un ino.culo pequeño se añade asepti'ta:merl'te Na2s a una 

.concentra.~tort aproxi'madamente tle l ·tniTimol<1r, El culti

vo se hace crecer an.aeróbtcamente ~ 

4 .. 5 ~ 4. Wak a o .( l 9 7:2) " u ti l i za la sigui' é n te te cm fe a par a ..... 

el estudii o cµan.t i'tat i vo de la.s fi.acte.r:i"as que re .. du.c;en e r .... 
sulfat.o en l.os su~los: 

Una: muest.ra de suelo (l-·SgJ se ,pone dentro d'e u.n -

matraz de 200 m1'. que e.anti.ene 1 OO. ml ~ de agua. esteri 1 y 

se agita. vi'.gorosamente con la: mano dwraote :5 mtn1.1tos .•. La 

suspensión de suelo· se diluye en. serie· y es us·ada para .,., 

contar la;s; colontas~ 
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· J.:nriq1..tecimientó del culttv·o de ] as. b.a.cteria.s que réd.uceh 

.e 1. su1 fato" 

llna porción de .sueló de arroza,les se in .. cuba; me.di an

te el método á:n.eróbic.o de· aga.r en placa. Las colonias -

ne:gras ti pi c.a:s reduc:to~as de sulfat·o· qu.e crecen s.eparada 

mente umi d.e o·tra, se recogen y se susp:.en.den en lO ml. -· 

de agua est@ril~ Una alicuota dél volumen de esta sus-

pension bacte.riana se. inocula éún un inye.ctor al medio -

lfqui'do contenido en un tubo de ensaye tapado con un ta

·pón ele ftule,. y se i:nc·uóa a 3.0ºC. Des.pués de 4 a 5 d=fas

d.e incubación, las bactéri c:ts q.ue reducen el súlfa tó ere.

cea y el medio se torna ne.gro, El p·rocedi'rnjento. es re.pe· 

tido varias. vece·s has.ta, que ~e obttene un culti'v·o enr·i-

quecido. 

El medio llqui· do. (cuya composi ci on s·e describe mas

adé l artte)" es he.rvi do y tapi dame.nte .enfri a.do, lo ml. de

éste se ponen dentro de un tubo de ettsayo.. El aire en -

el tubo e:s reempla~:ado JHrs&ndó n'itrog.eno, ga:Seoso durante 

un minu.t.o., entonces, el tubó dé en:saye sé tapa fuertemen

te con un tapón de hule) Se esteri'liza a l20°·c dur-ante-

15 mi'n utos. 
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Prepa,ra:cion de la suspensi:on de :suelo ,para .c1:tltiv9.

de.I arroz y ~1 cult;.i:Yo i;rtrri'qyetido .o.ajo .e;ondi·o·foni~s. anae 

Viob'icas. 

:U1n.a .porci 6n de suelo para «;;ult.i vo d.el' ,arroz ( 1-Z.:s)

o 1 ml:. del; :cult1v.o en.rtq.:ueticto .se añ'a:d.e a: 10,na: matraz de.· 

zo.o mT. qu.e c:o.nti errein 10,ú m1 ... de agua. es teri l,, ~a cual' ... 

Se ;h!i e:rve rap·idam.e .. n.te Se, t:;.rrfrla j;y~ tameotg á;.íJtés: de. U.S a.r 

]'.ª~ y se, dispéfS;a me:dtant.e bu'r.buJeo. de hldrógieno gas,,eo-._. 

so'; ·en.ton ces el matraz: ~:e tapa c;:on im ta pon· de: huJ ª' :has'-

Med1 o .. - Para la: detEH'm'i'na.1ci6:n de las ba.t:'t.eri:as q:_ue 

r·educen e,l su]f:ato se us:a .. ¡;J medi: o e (.3J). de Butlin y co 

K
2

H:P o4 ..... ~· .••.••••.•. o . 5 g 

NH4C:l ., •• ~ ......... •• .•. ~.l .• O g 



NazSCf4 ~ ... o!> ... o 1 .. 0 .. g 

CaClzo2H20 .. o~•~Oºl 9 

MgS(}4 ~ 7H20 º º .... 2.º0 g 
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·lactato de 'sodfo ... p·;.., ..... p 3 .. 5. g.., 

extracto de. levadura: .. ,..º. ·¡ºO g 

Estos, comp.onentes s.e disuelven en l lt" de agua 

desti:lada y el p,H del medio se ajusta a. ·1 .. 2-7 •. ·4 con una -

solucion de NaOHª De.spues de es.teriliz.ar ,el medio en aú:to 

el ave· se supleme.ntah por sepatado. los ~~rente~ redu~to1res-· 

(0,.01% 

sodi'o) .. 

dé tiogJi:colato de s.odio y 0.01% de. a.seor-bato d:e.-. ' 

Mét.odo anaeróblco ·de ·caja: de ·.petri en ·µTaca. 

S·e usa una caja de Pe:tri <:le 9 cm .. de diámetro. 

L.a tapa de la caja y eJ f'ondo se :esterj:l i.za a l50.()C du

rante $0 minutos .. Se transfie:re dentro de la ta.pa un tni 

nHlili<t,ro de la suspensión. ~e suelo o de células y en-

tonces se le a'ñ'aden 20 mJ., de medio: de. agar fundido y,

se ,gira con la nrano .. Mie.nt.t<as el ?gar esta todav1a lí-

quidoj el fondo dé la caja de Petri se hundé. dentro del 

agar en la caja asiptfcamente.se debe p~esta~ atanci6n~ 

de que no queden burbujas dé aire e.ntre la supetfi'cie del-
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aga'r y la s.u.perfici'e de ta rea.ja~· 

·rncubaofon y :étie'nta .. - Se in,euba.n a 3Ctº.C d'!.ll"'an 

te .~1 ... 10 dlas ha~·ta ·qt.J:e se. otise rv:en lªs ·co J1 ord as tH~g ras-. 

caract:.ei.f'ÍS1ti(:a:S de las bacte·y.;¡:as. que reducen .e1 azufre •. 

Cinco répl' tea.~ de caj:as. de· P·.a·tri'.· se u·~:ci.JJ tya:ra cada mues 

tra y se· ca.le.u la. e 1' ·n.úme-ro p;romedto de ·e1 las ... 

Cuenta :de ba.cEeri:·as ·aerobl cas .. -Las· 'ha.c.teriaS'

aerob 1, c.as s~ c..u~n·tcin· .pot el mét,od·o de cfi.Tu::ciocr1 en Plei.--· 

ca .• 'Se transfiere u.n mí. de lá: diluci:r6n ap,r.opiada de1n-

tr<l efe las caJa? de P~tri y 1ent.c0nces se a.ña:cie. medi.o cie:-

a .. 9ar cáldo nut"ri ti'v-o .. Se usan 5, cajas p·ara. e.adra cuenta1. 

t...as cajas se tncu.ban a 8Q 9 ·C .pqr 2 dfa.S' y entonces se d,e· 

ji;u1 ª la tempe,rat~i:.rra ambfe11.'te durante do.s dTasº.. S.e cuen . 

tª1n todas 'l:a:S· co,lonia:s ,que G:recen en· el m.edi o.. L(lS: com.,.. 

,pon.entes. de medio son. los 'Sfguientes: ext.:r.acto de carne' 

10; g,., :peptona 10 g ... ~. NaC.íl ... , ~gar 10. gº, y $e disuel'Ve·n 

:en un litro de aguc1 des.titada y el pH del: .med·io s.e - -

ajusta a 6.8~7 .. 2 • 
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4. 6, ME.TODO DE ENRIQUECIMIENTO DE LA PO'BLACI.ON DE MICRO-

ORGANISMOS OXIDANTES Y REDUCTORES óEL AZUFRE,., 

Se utiliza el 10-et.o,do de la tolµmna dé Wino- .. 

gradsky.,. el cuaJ permite. reproducir .un. mi.croecos.istema

e.n e·l' que· se favo·rece el des.arrollo de· 11os dif.er.entes 

grup:os d:e bacteria.s del a.zufr~, y consiste en colocar -

un recipiente de vidrio alto ll.enado hasta la mitad con 
. 

1una mez.c'la húmeda de pa.pe1 filtro. hecho pcdvo~ sulfató--

de calcio y Ja muestra J genéra lmente lodo o íi9Uii conit:a-

mi:nada,}, y se v·ierte un volumen Jgua1 de rigua con.teni.en 

do trazas de fos·fa,t.1'.>. a un val<,fr de pH neutro., La: colum

na es dej~da en la luzº Entonces sobreviene en la mez~

cla una fermentaci.on anaerobfca. de la ce'l u Tosa, y 1as ... 

bacterias r-eductoras de la: fetmentaci' 1óiJ. Y. g.en.er.ando. H2S 

del 5U1fato~ Esté actfra comn un subst~ato para los dos~ 

grupos de bacterias que axidan e1 sulfuro de hidr6gen~

a lo lat'-gó del a>rea i 1 urniñada de 1 a columna se desarro ... 

ll an ba:cterias rojas de la fami 1 ia Jhfo·rhodace'ae'.,ta11es

como: Chromatiurn y Thiop·ed'ia. y deba.jo de el'la.s. s debido .... 

a que son favorecidas por las: altas con:centraciones dé-. 

H2S se de·sarrol lan· bacte.rias de1 azufre ver.dé$. como 

·Chlorobi um. 

·- .... 
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En la :superf'i:c:úe agua. aire se des:a:rro11an bacterias· 

que o.xi dan el áZ. u'fre ta les ~om.o Th i oba:ci l Tus, th i oparus ., -

y en ocasi:ones b.acter·ias que oxidan i:fl sulfuro t.ales co

mo Beggiatoa o Thiothrix pueden aparecer. 

'Para las tnuestr.as marinas en 1 as cual es pueden e¡s .... ·

tar presentes Thi'ovuTum y ·rhi'oplaca,, el' conteni.do de sal 

d~l ·1 íq,uido s.obrena·.dan:te debe ser ajustad.ó a 2 ... 5%. 
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5.- EVALÜACION UE LA ACTIVIDAD BIOQUIMICA 

El ohJetivo de efectuar estos métod·os en matraz es

con el fi:n d.e e.studiar é1 cotilpóJ"tamiento de. los mi'croo.r

ganismos por se·parado· del cuerpo tan complejo como lo es 

e 1 s Uel o, obteniendo· ln fonmac.ión pro pi a.s d.e Tos tni croor

gartlsmos que pue.de utilizarse con fines prácticos en el

suelo. Y el Objetivo de efectu.ar estos métodos di'recta-.,;; 

mente en el suelo es. con e·l f'i'n de observar el .efecto 

prictico de los microorgantsmos as1 como tambtin la in~· 

f1.uen.cia dél suelo e:n: eJ comportamiento de los microorg·a 

nis~os y 1~ interrelaci~n entre ambos. 

5 ... 1 Mt:TODO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA HABILIDAD DE 

MICROORGANISMO.$ DE OXIDAR 'EL AZUFRE ELEMENTJ'l.L Y EL 

TlOSULfATO' (Wainwright,. 1978)., 

La habi·lidad de mi.croor:g:anismos para oxidar e·l azu ... 

fre elémenta1 y el tiosulfato puede determinarse en cul-

tivo con agitación,, usa:.ndo e.l siguiente, método.:· 

Los hongos que oxidan el azufre se· hacen crecer por 

duplicado en -cultivo· ag:itado {100· r.p •. m .. a. 25 9 C) én el ... 



medió -s1·gudérite: 

Az·ufre o tiosulfato .... ~ 1 9.. 

( N H 4 ) 2 S Q4 .. .•. • • • • • O •. 3 g ., 

KH2P O 4 •• .,, .• • ., • .• • O. 3 g. 

CaCL2 • ,¡ •••• ? •• o.·025 g. 

MgS0.4.· 7H20 • • • • • • • o. 05 g. 

Elementos tra.z.a ..... 1.'0 nil. 

Sacar<JSa . . • . • • . 3. g/100 ml .. 

Como inócolo .se otiliz:an discos .corta·dos de la ori ... 

11.a de c.olqnias jovenes aislada·$ en el medio d.e Czapek -

Oo~ .'(!.•gar (7 .• 3.0J. 

las bacterfas autótrofas que <Jxidan el azufre se ~ha 

cei.n trece·t< en ·el medi':o .a·rr·iba méncion'ado me11os sacar·osa, 

utilizando como in5culo l m1. de un suhculttvo aislado • 

en .el mismo medio •. 

Todas las incubac:iones se llevan a e-abó a 25óc. se .. 
ha ceo determinaciones dé sulfato, tetra.ti-on ato y ti os ol

fato p·o~ dup1 ;¡cado a. tnteJ·•va1:os de dos días durante df ez 

días~ utiliz.ando. l'os métodos d.e Hesse, pata sulfato por

turbidimétria¡ el mgtoda de colorimetría despugs de eta-
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-

1101 is is de Mo-r y Taha: Taba1 (19t7al -para la determina--

ci ó'n de tetratio.nato; y e.l método de Sorbo (1957) pa:ra

determ.i o.ar ti. osulfato. 

5'. 2 METODO EXPERIMENTAL PARA LA DETERMINAC ION DEL l?-ODER 

OXIUAN:TE DE AZUFRE DEL SUELO {BajpaiJI 1919). 

100 gramos de ~suel.o sec_o al aire· se mezclan con --

1000 ppm de .azufre~ se agrega f19U·ª hasta aj usta.r la hu

me·dád a 60% de ta: capacidad de aampo., y se íncuba a ,.,. -

30 ... 1 ºC dur.ante u.n perfodo de 50 dlas. El sulfato se ·

determina pór t.urhid·imetría como el método descrito por 

El calc.ulo de la actividad microbio·l9gtca S·é hace -

da la sJguie.nte manera.; 

Actividad 

Mi crob iol§gi ca 

en porciemto = Y: en.,eJ .. suªlo. tt'atadó .. ~. y,..en. e:i .. suelo 
· · · · · · ·· con·t·rol ·x· J:Oo 

Azufre: añadido en ppm 

donde Y - so4, en .ppm ~-



. J).,3 METODO EXPERlMErfrAt PARA' O'EttRtirINAR LA C.APACI.DAD DE 

OXTOAC!.ON DEL AZUFRE Y DEL t'IOSULFATO por·llhiobaci11'us 

thiooxi dans Y POR BAClERIA,S HETEROTROFA:S {PEPPER;.-

197B). 

5. 3 .1.. EN ON MEDíO DE CHL TIVO ELABORAOO. 

Las bacteria~ heter6trofas aisladas en el medio de· 

Vi'shni.a y Santer (24) se ha.ceo .crecer en el medio de .. -· 

agar (peptona 5 g/l, extracto de lévadura 1 gfL¡t. y .... -

Fe2so4J 3 0 .. 01 g/L •. ) 

Lo.s :e:s.tudios de 1 crecimiento y de Ta. oxidación d'e l

.azufre· se l lev.an .a cabo en ·matraces de 12:5 m.1 con al a:rga 

dera. Tapados c:::on algodón y con 2S mL de medio. Se afia-. 

de Na2s2o3 filtrado y ·eS:terilizado para proveer· .una con

cent·ración final~ de 2 mg. d.e. a.zufre/.m1; a cada matraz pa 

ra el estudio dE? oxidación de tiosu'lfato .• 

Para los estudios de oxidaci~n del azufre se afiade" 

flor de az:uf"r,e estérfli1zada con vapor durante una hóra -

p.or tres día§ c1onse.cutivos, hasta obtener una concerrtra

ción final de 10 mg .• /ml,.. 



Thfobaci Tlus th :i oox1da.ns se ha.ce crecer en uh mat~a~ 

c.on alargad~ra de 125 ml. con me:di'o para thiobac.illus. -·

A. (27) pa.r.a el es.tudio de la oxida.ci,ón de az:ufre elemen

tal,y medio para thiohacillus S (ZB)., para el est.udio· ·de 

la oxidación del s20-.3·1 

Los :matraces se i nocu1an con o .. l ml • de inoculo de

un cultivo en fase logaritmica del microorganismo -~n ,s~ 

tudio~ Des~uis de la inoculaci5n el organismo se incuba

ª 2·5ºG en un agitador girato·ri.o New Brunswick .a 160 rpm. 

Las curvas de crecimiento se obti.enen mi di en.do por

t,urbi d:i metrí a con un Cólorfmetr.o Klett. usando un fi.1tro

roJo (66) •. A determinado: tiempo.,, al i'.cuotas de 5 m1. se -

extra.en asép·t.ic;arne.rite de. los matra,.ces con a.largadel"a, se: 

tt'anfieren a. tubos de cen.trífuga de polieti leno dé .50 mJ. 

se diluyen con 15 mL. d"e agua destilada y se centrifugan 

a 10800 rpm durante" 10 m;fnutos ~ El 1 íqui, do so.b~enadante-

se decanta, cui'dadosament·e y se anali:t.a el sulfato pot' ....... 

turbid1m.etr1a, sigui:endo· ,el procedi',mi.e:ntn d.escrito p.or -

Prame~ y Schmidt~ 

.. 
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-s--.. 3 ... 2. USA1fll0 C.OMO DE CUL rrvo EL SUELO. 

Los e$tudios de la oxidación del tiosulfato y el az_u 

ft"e se llevan .a e.abo usando suelos es.terilizados con 'aUtó 

clave y suelos no es·terildzados·. El e·sterilfzar l'qs. sue+

Tos en autoclave red.uce la población .microbia,n.a esenci·al

mente. a cero .. 

El estudi·o de los suel'os esteril:izados en a11t·ocl ave-. 
s.e lleva a cabo con 50 g .•. de 1nuestra a los que se agregan 

algunos. de los. tratamientos siguiente.s:. 

a) 0 .. 2% de s20g • e) Q.2% de glu~osa. 

h.) o .. 2% de :Sz03 y d) 1% de sº 
. 2% de g'.luc:osa. e) 1% de sº y 2% de glucosa • 

se ~justa .a un tereio del p:o.I'·ciento de la h.umedad .citmosfé, 

rica.~ y se incuba en matraces Erlenmeyer de 125 ml., LQs -

matraces sé tapa.n con algogo·n y se: este·rilizan dur.ante· 30 

minutos en autocla.ve .a una atmósfera de pr-esión y 121ºC. 

Al' comienzó de cada e.xperimento1 l<JS matraces se inoculan-· 

pór duplica.do· con 0:.5 rol. de un cultivo en crecemiento a_s 

tivo de cad.a rni'croorganis.mo ·én estudio. Después de la i.1to. 

culaci'ón los tapones de· al g.odon se cubren: co1t .p.ar·afina1 pa 

ra prevenir 1 a pérdida d.e humedad durante la incubación. 
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Ej-s:u,e1o cóntró~ y los suE?los inócY1ádos se incuban a --

2.SºC por pe·r1·odos definidos dé' ti•empo .. Al final de cad:a~ 

perfodn de· tiemp.o un dupJic.ado de 1.os .matraces se quitan 

de 1 a incubadóf a y 10 g. de suelo se usan par-a medir eT

pH {,proporci.ón de s·uéTo: água. de 1;2). Pa:ra e1 estudio) -

de Tos cambios de pobla,ci611 microbia.n.a. con respecto al -

tiempo de l.a.s bacterias hete.rótrofas se hace una cuenta

en placa de di'luciones apropiadas de suelo en el medio -

de agar. 

EXTRACGTON· OEL SULFATO DEL SUELO. 

En cada período: de muestr~o se toman mue:stras po.r -

dUpli'cado de 10· ,g. de suelo de la parte principal de Ta.

muestra y se colocan :én matra.cés Erlenmayer de 50 ml • .con 

25 mJ.,, d.e solt1c:i6n extractora (39 g,.de acetato de amoñi'Oi 

.en 100 ml. de acri do acético O. 2.4 .mo:l ar) Los matraces S·e

agi tan durante 30 minutos en un agítador rotatorio. 

La. mat.eri a órgani ca .co lorldc1 es. él i'mirtada á>ñadi en

do o •. 12 g. de ca1rbon activado • Des,pués de habe:r sido ·

agitado. durante 3 minutos adic.iona:les las $Uspeosiones-.. 

se fi,ltran a través, de p.a,pel filtro Whatman # 42.,. E1 ..... 
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f1ltra:cto- clar:O' es us~do para la. dete.rminaci'ón del $.Ulfa 

to: .. 

ANALIS!S DEL SULFATO!- S.e usan 10 mJ. deJ extracto 

de suelo ciar-o. o del fi 1 trad.o del cultivo después de 1 a 

centrifugaci.ón para determina:r el sul,fa:to tur"bidimétri

ca,me,nte. C.()1110 Ba S04 Sigtriendo el roétodó de·scrito por -

Pramer y Schmi'dt· ( 1964). L.os controles se i'ncluyen en .... 

todos los an&lisis. 

5. 4. METODO EXPERlMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA FORMAC.JON 

DE COMPUESTOS DE AZUFRE VOLATlLES DEBIDO A LA DES

COMPOSlCION MICROBIANA DE AMINOACIOOS QUE CONTJEN'EN 

A:ZUF.RE EN LOS SUElOS (Banwa:rt, -1975) ~ 

Sé tóman las muestras de 0-15 cm. de la superfi'cie 

del suelo. Antes de usar c.ada maestr-á é.sta .se seca con-.. 

ai re y sé pasa .él través de una ma 11 a de 2 mm. 

El éxperimento .con l a.s muestras de .. suelo se lleva. .. 

a cabo bajo cond.ici'one:s aéróbi:cas e. inundadas en p.gua~y 

en ambos. casos la incubación es a ao<>C~ 

En cada incubac.ion la muestra de suelo f5 g.} se .... 



trata con 1 ml. de agua o con l ml •. dé agua qué conti$he,... 

2· 9. de az:Uf\"e en la forma del arninoácfd:o bajo inv.esti·g.a 

ci óti. Se ajusta el c.anten'ido de .agua al 60% de la cap<rt·i

dad de campo p.ara la in.cubacfcrn bajo condicion·es á:eróbi·

cas o can 10 ml* p~ra la incubaci6n bajo condiciones - -

inundadas. 

Lo:s .matrace:s de reacción utiliza.dos p<tra es.tu di ar -
. 

'1 a é vol uci ÓJl de· 1 os compuestos d.e ~zufre vo.1ati1 es él.e -·-

1 os suelos· tratado.s con g.minoac:idos que <:ontienen azufre 

son de vidrio~ de 65 ml.. de capacidad,. con el :cue·l lo - -

atorn111 ado y la boca arig.osta. acondicionados con unas tE. 

pas .que tienen un di:sp·ositiv.o que cderra .Y que permit·e. -

la i.nyecc:i.ón o extracci.ón de muestras de gas· con Jerin--

azufre forma - - - ..-;..... 

dos; en la h1cubaci ón de 1 os suelos trat.ado·s y no trata- ... 

dos: con e 1 aminoácido en éstos tna-t races se i dehti fi ca·n y 

estiman me.di'ant.e un ~nál i sis pót" .cromatografía de gases; 

de O.l a a.o ml,. de muestra de la fas.e .gaseosa: a dos ... -

días de irtte·rValo se toman de los m.atr:aces.,. y éstos son-

nivelados con aite y pue~tos en su lugar inmedtatamente

despuis de haber tomado 1a muestra~ 
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La fórmula de los aminoacidos· que contienen; azufr~-

-Y- cde -lO'S -t:ónrpu:estos \iolati les- de .azyfre ·a Usar se dan en 

la t:abI a 1 y ·2 respect:i váJtiente;. Los cómpue.stos de la ta

bla 2 son usados para .Cómprobar 1 as t.écn i cas de cromato

grafía d,é· gases emple~gos y para confirmar la identifi:ca 

e ión d'e .los compuestos de az.ufre vc>l a'ti les me di ante es ... -

tas técn i e.as. 

El cromatógra.fo efe. gases utiliza-do para la i denti--1 

fica.ci·or1 y estimación de los compuestos d.e azufr.e voláti 

les es equipéldo con 1;1r1 de·tector foto.métrico de flama., ~1 

df!tector se aju-sta con un filtro de azufre. (394 n .·ín) y -

es operado ª l.lOº:C, c;crn una velocidad de flujo de H«2 de-

75 :ml/llli n1.1.to·., una velocid:ad de fluj.o .de o2 de 20 ml/nvi:n .. 

y una velocida.d de aire de 60 ml.,/min. 

Las c-o1 umnas que se usan son·;: 

(AJ de 10 a 4 metr.os de tubo d.e tefl ón emp.a<;ado con. Ch·ra

mosorb T de ·malla 40 - 60 cubierto con polifenil eter al-

(BJ 14·0 cm. de tubo de teflón empacado c.on carhopack ,... -

B· ... H - T' .. 10 O • 



{e} isa cm.. de tu.bo de téf1 ón emf}acado con Chro.mosi l '""' 

31.0.. 

(D) 3ll cm. dé tubo de. teflón eJflp.a:.cado. con DeactJ 9e, l de ""' 

malla de 120 - l40 

{E) 138 cm. d.e teflón: empaca.do c.Qn Chromosorh 101 de. ma

lla so - i.oo .. 

El t.ubo. d.a teflón U$.ado para Preparar las: col' umn as ... 

tiene un diámetro it1terior de Z.16 .mm •. Todas Tas co·lum.--

L.a. temperátura de. las columnas y Ta y,eloc;idad del nitro

gen-0 e5 la sJguiente: 

:{A) lOOºC y 50ºC., 80 ml. lmin. 

{B )' 

(C) 

(O) 

{.E) 

C'FJ 

" . 
lOú 0·c, 70 ml ./min. 

~ 

40ºC, 40' m1.Jlllin. 

SOºC, 80 ntllmi.n. 

100ÓC~ 70 ml/mfn~ 

110 °-c, 7ú ml/mi.n. 
. 

Todo.s los experimentos se lleva:t1 a cabo por- dupli.c_! 

do o tPiplica4o. A una dé las muestras de suelo s& le -~ 

afia de ázi da de sodto ( 500 mi. cl'"'ogramos po·r Hramo de ·sue 1 o.) 
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- - . - - ~ 

para inhibir la biod~gradación de lo.s a.minoácidos. 

Tabla 1.- Aminoácidos que. contien.en azufre uti'llzadost 

Aminoicida F6rmu1a 

Meti ontn.a CH 3scH.2CH¿Cl-I ( NHz} COOH 

Sulfóxido dé metionina tH3SOCH2cH2 CH(NH 2}COOH 

S-metil me.tio.nina ( cH 3J2scH2cH2CH(NH2)COOH 

Et.ion i na ,e H 3 CH2S CH
2
.cH2 CH { N H2J COQH 

C i stei.na HSCH2CH(NH2)COO!{ 

Ci sti.na HOOC(NH2) CHCH2SSCH'zCH{NH2JCOOH 

H omo ci s tina HOO'Cf N H2) GHCH,2 CH2.s SCH.2 CHzCH (N H 2 JCO OH 

Ac ido e is te i co Ho 3S,CHz.CH (NHz:l C.OOH 

s-met,il :cisteina C.H3SCHz .. CH(NHz}COOH 

S-etil cisteina 

L 
. . ~ . · · an~1on1 na 

CH3 CH 2s.c~ 2CH(NH2 ) COOH 

S( 'CH tCH fNH2 }COOHJ2 

NH z CH2 CH2SO:a,H 

Tabla 2.- Compuestos volátiles de azufre utilizados. 

Nombre 

Meti l' me rcaptano. 

Etil mercaptano 

n-prnpil mercaptano 

Fo.rumu1a: 

CH 3SH 

:e·H3CH¿SH 

CH 3,CHz CH,zSH 



n ... b:uti 1 mercapta.n b 

isobuti 1 mercaptano 

Su:l furo de d'ime.ti lo 

Su:lfuro de d.i etilo 

Disulfuro de dimetilo 

Disulfuro· de di.e.tilo. 

Sul.f:uro de hidtO.genq 

Dióxido de az.ufre 

Disulfuro de c~rbono 
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CH.3CH 2.·ca2 CH2SH 

(CH 3 )2CHCH2SH 

CH3ScH3 

CH 3CHzS.CHzCH3 

CH 3SSC.H.j. 

CH3'CH2ssCH2 cH3 

H S 2 

S02 

CS2 

5.5 METODO EXPERIMENTAL PARA MEOtR tA: RESPTRACI·ON DE UN 
·• 

SUELO T.RA'T'ADO CON .AZUFRIL (B ot Ien, 19 77) • 

S:e mezclan. 100 mg. de harina de azufré: con 100 g.de' 

suelo,. mi entras que 19.0 g~. de suelo no tratado se usan .... 

cr.tmo control. Los s·uelos ·se colocan .en matraces de 473 -

~1-~ y se les adiciona agua destilada hasta ajustar a --

5Di la capacfdad de e.ampo •. En segúi'da. los ma·:tra.ces s:e ta 

pan y se les suministra aire pesado a travis dé una sol.u 

ci'ón de N. a_·_ OH l. N de· una soiluci'ón satu.rada. de Ba1'0H).· .. ·p.a--· . '.. 2 

ra. e 1 imi:nar el co2 , fi 1 trado a trayé:s de una. s.o 1 u:ción de· 

H2so4 lN y de a.gua par mantener la humedad de·l suelo Ceo 

mo lo indica la figura}. Cadª matr.az se· conecta por fue

ra .a una regadera inmersa en un tubó de ensaye: que con--· 
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ti~e'.ne-'10' '·ml.: :ere Ra-Oli c:HL ~J caffi.on e•n fdorma d~e: to
2

-:es .-' 

, a'bso-~bido p.or el Na.OH a lo:s 1·, 14~ 21 y .2·a, diª.$ de·.s,pués 

'del trátamient.o, los. tubo.~: coni e·l aJtali .se. quitan y el' 

co2 ·se d.ete~miln.a" poJ" t.itulac19n di·ferenc1al con H2Cü4 
, IN y o~o-e N y aalcit.11 áCio a un ·punto de ~q,uivale·n.c·l'.a de

, :acue·rdo <;oh c.o·pp.~r ( '.l.941). 

-

A3vp,.. 

El tpunt.o. de equjvalen-J:;ia -{f-i; -Co.n-pe-r .con;siis:t:e. en. -. -

.ysar un indí c:ad:orr :me.zcl&do p.a.ra determi n.ar los. bl: carbona. 

tos ·1:tre·$eñtes -~ .se :us.an t•re·:S gotas de ind~ 1cad'o:r meztl ado."" 

(ei cual' se pr·epa.ra d.isolvi·endó· 0 •. 02. g •. dé1 t>o;io de. met,i' .. 

lo y 10 .. l. g1. de verde d.e brom-ocresol en lOOmt. dé alcoho.1. 

al a·.s,;;., en 100 5 :250 mJ. de sol.ue:ion. la: ta:·bla s:i1•guien

té mttéstra los ~olore$ que e1 indfcador mezclado adquie

re en térnri.rtos :de1' pH .de ·~a .so·1:1:1c.i:ón,. 
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· Colen'" d'e. tres gota.s de 'indi caáo·r mezclado en 100 6 250 

mi •. de soluG·ión: 

pH de l~ sóltici6n 

5. 2: y arriba 

·5 •. 0 

4.S 

4·.6 

4~6 :(abajo de l 

·co Tnr 

Azul con traz.as de verde. 

Azur clarp con gris~ 

Az:ul ros.a claro con tinte az ü1 

Rosa· claro ... 

Rosa o rosa claro .• 

Entonces los mili l ttros de HzS04 o. 08 :N. gast.ado.s. ,..__, 

usando· el i.nd.icador mezclado nos det.ermi.l'.l'áó los bi:carbo-

nato.s prese.ntes e.n la solu.ció.n, 1 QS cuales a. su vez son

prod.u·cto del co2 pres·ente. 

5 .2· METODO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA PRODUCCION 

MlCROBTANA OE SULF:Ptro y SULFURO EN ALGUNOS SUELOS 

DE AUSTRALlA (R .. J .. Swaby, 1973). 

Lr>s suelos se: muéstrean de O a 10 cm~ de 1 a superf.i 

cié del suelo y se combinan 5 nficléos de sitios aparta~

dos 10 m uno d.Efl :otro, luego. se refrigeran .a ,2,ºC hastá .. . . . . 
ser exa,minados. simultáneamente bajo condiciones inunda.--

das y na inundadas para determinat- ·su ha.bilidad de oxi--.. 
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dara ·sulfato e 1 aaufre eie·menta1 al 1%, o para. reducirlo 

a sulfuro. Los tratamien:t">s fueron los sJguientes: 

{a) O., 1% de azufre el e mental. 

(b J Una .mezcla de o. 3 % de sulfato de amoni a y n. 2% d.e .. -

sulfato dé sotiio. 

(e) 0.5% de clo·rhidrato de cistina., debido .a que Fre.d.e

ric.k. Starkey y Segal (1'957) ertcputraron que este -

compuesto de a.zufre organice. se descomp.one facilmen 

te. 

Se colocan aproximad~amente 50 g. de mue·stra de sue

lo en mat.races Erl.eruneyéf" de izs· m·1. La. oxidación del ...... 

azufre se m]de a intervalos semanarios durante un .p.erfo-

do de 10 semanas de incubación a .2.5.e por medio dé deseen 

cS'·O e·n el pH y el incremento de la aci.dez tjtU1ab1e ·efl -·-· 

alícuotas de una soluci.on con 10 .9P de suela. J.:.a activi

dad de T. thi'ddxi:d.ans se d:etermirta aproxim.ad'amente por .... 

medio del númé'ro de. dias. en: q:ue .el pH del s.t:Jelo a.1.canzó

el valor de 4.0 • 

El sulfuro li'b:re se detecta insertando discos dé P-ª. 

pel de acet~to de· plomo de 5,..5 cm .• de diámetro .en la. ta

pa de 1 os .matraces .. E1 numero de dias, ele incubacíóh .en -

que se produc.e una sombra ·obscura c.orresponde e 35 ·micro 



'Para. el e:s.tudió en tn.edi'ó de cülti'v:o d:e la: pro1duc-.:. 

cfón d.e sulfuro, ... 1:.0$ prgdQct.ores ele $\.11' fU:ro se detectan 

añadiet1do .d.flu.cfones adecu.ad,a.s de suelo, a.l ,medlo mod];fi 

cado de P'os.t:gat.e· ( I966J medi:o :e ( tl:.9:), conti 1.~n:do o. 01% ·

de Aí·ufre o 0'~·012.$'% de ·sulfat'º' de: sodfo. o 01 
.. 0l% d'e cis.ti 

~ 

na c:omo e1 único compuest10 ºr'!:J'anit:c> de a:z:·11fr~h· y no. se

·a:.ñ;a.c:len sa1:es ferros·a;s ... Llts aeróbicó1s· s.e hacen cr.ece:r .én 

tubó d.e. 1. 5 um,. de di'a·me,t.r.o cont~nien'do ij mJ .. de medio"" 

ID'Í.E!ntras qye; Tos ana.e.robio.s s:e cultivan :en 7.$ ml: .. d'e -..· 
. . 

.med.ío .cubierto' oon l.5 ulL- de aceite d~ pa.raf·ina,. 

. . 

za·~~'ón .de s.us,peli.1sione·s de sue.lo ,dura,nte 2: :minutos a 90ºC. 

Losmesoftflos se. inc1Ubéln q ZfrºC. y lo$ te.rmo.fi.l.os .a, 5SºC • 

.. 
disco-s de ·papel de aceta·to de p.,tomo de: 1.,,3, cm~. ,de di,ame 

tro, en la:s tapas a..t.o~rnfll'ables de, los tubos de L.5· .mm,... 

di~nt·e la qdi:cioJ1 de, clavos de fieroQ de 3 tm. de ·1argo. 

y l •. 2 mm •. de. diiárnetro a1 medio de sulfato, corno lo :p.ro ... 
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ci6n de sulfuro se determirta por medio del número de - -
. 

rlias .de incub.ación e.n que se ·prociuce una. sombra obscvra-

la c·ual correspon.de a 2 mfc:roo_rga.nismos d.e su l :furo, 

5 .. 7 MCTODO EXPERIMENTAL PARA INVESTIGAR LA ACTIVlDAD DE 

LA ENZIMA RHOD.ANESA EN l~OS SUELOS {Tabatabai Y .Singh . 

REAtlIVOS. 

To1uen.o. Re.,ac:tivo Fisher :certiffcado. 

Buffe.r de ácido sulfúrico-THAM (0.05 M, pH. de 6.0). 

Disue lYá: 6 .• <l g. de Tris (hidroximet;i l.} ami'nometano (TH.AM 

Reactivo Fisher certificado.) ,en ap.rox,imadarnenté 600 nH •. -

de ag.ua ,. ajuste el :pH da la so 1 Uc:i ón .a 6'. O med i .a:n te t.i tu 

lación .con H2so4 0,..2 N, y afo·re ·eón agua a un litro .• 

So.lución de· tiio:sUlfato 'de ·sodio. (0 ... 01 M)., Disuelva-· 

.24.9 gramos de tia2s2 o3 y 6.1 g:ramos de THAM en aproxima: .... 

da.mente 600 ml., de agua, ajuste el pH de la solución a -

6 .• 'o meidiante, tituJa.ci'on con H2so4 0.2 N y a,for.e ,con, !agua 

a un 1 itro. 
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"' . ~.. "'"' • ,. .. ..... •a" . ' 

--solu:ci,ón:-dé '."ciantt¡fo -rle -_potas1,cf {ri. l M') .,- ·ors.Ue.l va··-
. 

6.5 g .. d.e J(CN y B.l, g. d.e THAM en aproximadamente 600 -

m1 ., de a;gua~ ajuste el pH de-!Solución a 6.0 mediante· t.t 

tuiaci6n con H2so4 0.2 H y afore con agua a un litro. 

Solución de 'formaldelifdo {3'7%1 • Re.activo Fisher -

certificado. 

.. ....... ·~.!~ ' ................ ,. .•'!!!>• ~-- ... -t•·• ~~ .......... ~ ... ' 

. 
va. 2'.2 g. de Caso4 • ZH 2o 'etl aproximada.mente 900 ml •. <le-

a.gua, y¡ a-fo.re el volumen .a un litro cion ;a,gaa .. Mezcle -

10.ó ml ., de f:o.rmald.eh ido co-n 9'00 m l. d·e la solución de .... 

s.ulf.ato d'e taJ:ci o. 

. - ' ~ ~~ ~ ..... 

Soluc.ió.n de á:tfdó niitricó ... nit,ratd fe•rrico. (0 .• 25 M 

Fe(N:Q3) 3• 9H2th 3.1 M HN031). l)isuelva 50 g. de Fe(N03 )13_ .. 

'9H20 en 100' ml' ., de HN0 3 co,ncentrado. ( reacti. -vo grado .a.na 

11"tico~ gr ... es.p. 1.,,42), añada e,s-ta solución: a 300 ml.de 

agua y afore el volumen ' 500 ml~ con agua. 

Soluci"ón de patron ·de t'tdc'fanato.(20 m;:1imolat-J •. Di

suel:va :l. 6'Zl g,., de NaSCN1 en aproximadamente: 800 ml. de -

agua y afore la soilucfón a un l1tro .. Un mililitt'o de e·s--
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ta solución co.ntie:ne 20 milimoles de. NaSGN~ 

Proce.di'.mi.en to·. 

Ponga 4 g·. de suelo en un matraz e:rHmmeyet de 50 -

ml .• y a.ñada 0.,5 ml. de tpl.ueno, 8 rnl. de huffe:r THAM, --

1 ml, de Na2s.zo3 0.1 M .. y agite el matraz hasta que s.e -

mezc:le .e·l contenido. Ta:p~ el matraz y ponga1o e.n una in·--
.. 

cubadora .ajustada a 37º'C, •. Después de una .ho:ra qt.rite la -

tapa. y añada lO ml. de solución de forma.l:dehfdo-sulfato .... 

de calcio, .a,gite el fras,co y filtre la s·olucion a través 

qe un p¡:¡pel filtro Whatm·an .# 2.v. Pipetee 5 ml ... del fil-

t.t-ado. dentro· de un tubo de ensaye, añada 1. nfl. de reacti 

vo de nitra.to férrico,-. y mida la absorvanc:ía :del color

cafe: del qomplejo de s:CH ~ormado· é'.n un colorl'metro ajus

tado a una ton,gitud ·dé 0'1tda de 4Ji0 mm •. Pueda usars.e un .. 

es.pe.ctrofotómétro aeckman mod.elo DB'G eón una celda de -

.1 :cm •. y una la:mpara de tungsteno como fue,ot.e de eoergJa., 

El c.ontenido de. tioci.anato del filtrado se .ca.··1cula·-- - . . 

con los resultados obtenidas eon patrones que contfenen-

0,,200.., 400, 60ái.~ 800 y 1000 milimoles de tioc'ianato. P·a·

ra. pre·parar e:sta gráfica .. ; afore.~ o, 2, 4. 6·, 8 y 10 ml. 
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de· la so. 1' ucdon .p.a t:rou de VLo~i a.nato ·a un l itr-ó en m.atra~ 

CE;·$ volumé·tr"loos y me·z:cle las :solu.ie1 one·s .c;Q.ñ cuidad.o. Tri 

toneE?s pii,p~te.~. a:J1cu:otas de 5 mJ •. de e:stas diíu~ion,es ·pa 

trón dentro. de. 't.i,1.pos: de ensaye y proceda tomó se de:scri.

be· :Par.a el aitálisis dé tio.ei:anato en el'. filtra·~l.ó del sw:: 

lo. sJ ta. i:ntensi<dad del colpr d.e1 f:iltrt:tdo é:~ce•de al ·pa - . ·- . - . ~ 

trón Cié tio·ciari:at.o· de 100:0· mil1mo'1e.s, tome .una al'Ícuota·

:nlas peq·ueñ'.a d.el filt.rad.o y ,afqt'~ el volumen 'ª 5 rol. co11-. 

a.gua q;ntes dé añacii:t 1 ml. -de]: re:aeti vo de ni t.ratg f.érr:i. 

·• 
d.escont~t el lige.ra c.olo.r arnar1í.lo· .derivad() del .suelo:Pa 

ra trabajar lps .contrc.ll~~ ? _iga 1 os 'p.rocedt1111 é:ntos d;es.crifi 

tos .para. l.a actlvida\d ·Rho .. danesa:s p.e·ro haga la adiclon de 

1 mJ. d~ KCH o. 1 -M~ dest:n1es d·e la adicifon· dé s·olucilón -

de forma1idehJ:.do-su1fat;.o de c.a~;c'i1 0."' 

usa.do par-a. e.l anaI>i'sis ciol oriniet.ri:cQ de ti'oéi,anato. en el 

fií1trado. d'el :suelo., lLa abso~ci.on: íllaxlma del color m:edido 

es· a 460 mni.. y eJ' co1 o,r es es t.ab lie por lo; m~nos durante-



una hora. La? .gráficas de_~_ªlibraciP-n prepaJ'.'a.d.as ª~Par-~ 

tir de las soluciortes patrón de tiocianato son altamente 

reproducibles y son idénticas a a.quel.l.as ohteofdas. .cuan.-

da lus est~ndatéS Son preparados con amorti9uadores de -

THAM en lugar de agua. 

5.8 METODO EXPERIMENTAL PARA ~L ESTUDIO DE LA SOLUBfLr ... 

ZAC:ION DE SULFUROS O.E METALES. PES_ AD.• OS POR .BACTE'.RIAS - - - -- . ·- -

HEJEROTROFICAS DEL SUELO (Michael A.Cole, 1979) 

Para e:l crecr:i:miento de los cultivos, bajo c;.ua1q·uier 

otra es.pecificación, se u.sa caldo nutritivó f29) o c·aldo 

nutritivo coo 0.5% de gl.:Uccrsa. {peso/voJilmen}; e1 med·i()

s.ó1 i.do es preparado medi CJ.nte. 1 a adi' ci ón d~ 153 de aga.r -

{peso/voTA). las cajas usadas para sl ~is1amiento de ~o~ 

aga.r nutf'itivo adi ci on.ado con gTuc.o.sa con 50 1mg.; de PbS

e.stéri 1 y permi·tiendo· que soljdifiqué se le añade una ·s'o 

bre cap.a de 1.5 nil. del mtsmo medio pero sin PbS'. Las ca

jas son i'noculadas répartiendo una dilución apr.opi'ada de 

la muestra dé suelo stlbre la. superf'icfe •. Este método pet" 

mi te una separac1on fi'si ca entre las células y el PbS. 
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di!fUtide a t,ra.v.é:.s de la. sobré capa. de agar y .es detecta-

ble en las cªlulas. 

La solubili.zaci6:n del sulfuró de metal en un medio

lfqtrido ste determina en un matraz de: Erlenmeyer de 250 -

ml • :i. que cont it:H1e 1.óo m1 ,.. de m~edi o y un tubo de. di a1 is is 

de. 2.S c:m. de d1ámetro en el cual se co'lucQ:n 50 '!119;; d~l-

sulfuro de metal. El matl'a:t se fno.cula y se incuba a: - --

3ffó.c en un agitador rotatorio a 250 rpm. La.s muestras se 

cent.ri fu.gan dur-ante 10 m·i·nutos .a 4 300 rpm y el conteni

do de metal de las cé1 ulas y d'el .cultivo sobre·hadante se 

determi néi.tl f v·er <letal tes. mas aqelanteJ ~ Se i1n buban en. pa 

raleló para tódós lo.$ e,,xpet·fmento:s 1llatracés sin inocular 

que cóntiene:n tu.bos· de diálisis c.on sulfuro de metal pa:,.. 

ra ve·rffica.r la int~gridad del tuba de diálisis. E1 ex11e 

r+mento se descarta si cualq'uie:r matra.z sin i"rHlcular -· -

muestra. un valor de conc;ent.racion. ·dé metal de 0.'5 a o .• 2-

mi:ligramos/1mi'Iilitro. Todos, lo.s experintent.01s se Tlevan a: 

cabo por lo menos tres ve·ces. Los sulfuros de méta 1 se -

pre.paran dentro de una semana de su uso por medio de 1 a

precipitación de una sal de acetat.o o sulfato de metal .... 

con un exce:so de Na
2
s. El p.l'.'ecifpitado se l av.a repetida.-.-
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-mente cort <i9Üa des-ti'la:da y se seca a 1oo<>·c ... Los. s:uJfu~

ros de meta·1 se ~:rsteriliz.a.n en una solución ac1.1osa~ del!. 

tro del tubo de diálisis y se. añá.dé1n a lQ.s medios. pre·-,.._ 

esterili4&dos. 

Las concentra e~· one·s de me·ta T en los cu.lti vos s·e de. 

te<rm.ln an por medi· o de. un ·espectofot.ómetro de-·absoréión ... 

atómfa:a., después de una di gestlon de las télul as o de·l

cul t.ivo· .s.ob~e-nadante en HN0 3 al 50%' (vól .Jv·oT.) du~ante 

3 horas a 90ºC. 

Por e.ste mismo. mé:todó se determinan las. co·ncentr-a

ci ones. ml'.ninras i nhibi.tp.ri:as de los iones. de metales. p.e ... 

s,ados. Los metales. son re.emplazados: como sales de aceta 

to (f>b, Cd y gg) o s·Ulfato (Zn} los. qo .. e. 's.e adicionan c:o" 

mo sales de me·t.al esteri'liza_d.as p.or segar.a.do aT me.d:i.-o -

p.reeste:rfl'izado usando una s.eri'e. de dilucl.anes· de dos -

en dos,., Los cttTti vos, se inyuban durante 48. horas·, La -

concent,raci:ó:n mínima inhibitoria (UTC) se define como .... 

l& cantidad de rnétal mas baja que inhibe el crecim.ient.o 

completamente. 

tl ,c;::recimiento de las cel ula:s se .mi de por medi'o ....... _ 



. . 
SALJN'·O CQ.N TffLOilAC-!Lll (s .. w •. JªdhaV'.. 1978'}. 

Este -é'S un mé·to.do dé 1 r:rte.ré.s 1p.rá·cti co ya q:_ue ·s:.e .... .... 

aptoV:echª loa oa·pacfdad; de Thfdb'acfTlus :nh'fdoxi'.dans: Y 

Tbi.ohac.iTtds. novellus de ox1:.aar· el. ·a..z;U.fre y ·con éllo p.ro 

vó Ga r un a dfsm 1n(JCi011 e.n •.e J pH del s·uelo y de .. es t-a _matie,.., 

ita .co.ntrarre .. s.ta1r la ·al: talirtt-1.dad d'é 1 c:rs stíelos 'basi-cos .. 

· lhi'b'ac1lTi se a:i:sla en_· -éJ medio de. W'aksman {7'J., 

Una ve:z ai~l·ados Thi-ohaciJlus, tb·iiqoxi:da.n.s y Tltfoba.-ctllus 

_no'Ve•ll:us; se irtoculan en el mediQ de· azuf·.re a pH d'e '6..0 
. 

y S~O re-s.p.g;c.ti:vament,e U3J e·n ma'Kraces i:;oniC('),-s para te--

ner ·sufí ci>ente numeró: de b:a.cterias para e·1 experimento· ... 

El 'Suelo: se lrte·zc1'a. con .az,,yf,rei :e:l1~11lgnt.al 1en polv.o 1% ..... 

- (vol/v:ol) y s.us.pensfón dé' bacterias z5, ml./~g-. d.e :sue·'lrQ:.~ 
" .. 

-y, én'ton·ce'S' se col'ocan en t·ri·soles especi.ale:s P-ªra J;a ti~ 

r-r'a· :( 4 Kg .. de sue Toic.r-is,o1 J cuhi:•ertos cnn bolsas de p~,_ 

1ieti1'eno,. 1E.l suelo s.e inc~uba a 'temperatur.a ambiente :du

rante un JH!·ri.odo de S:6 dfils.~. La1
• humeda.d: del sue-lo Sé man· 

tiene a, s.,cl% de- la ca.p·aci-dad de' campo· a 1: o l a:rg:o deJ pe'-
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rf·o.ttd-·ae incu-bacion añadiendo ¡:igua este.rilizada en el mo 

mento y en 1a cantidad en que se r.eiquiera .. 

El .e.xperi·mento se lleva a cabo con su.elós esterilitado.s

Y no este~ilizados. 

El pH se mide a los 14, za~ 42 y 56 dias de incuba

c.'i'6n. El porcentaje de siodi.o inter.camb i·abl e, la conducti 

v'idad eléctrica y e1 eont.enido de azufre- tomo su:lfat.Q: sé 

miden ·me&ia:nte los metodos de·scritos .por Richards- (1968) 

despu.és de ta incubación (S:6 d.1a.sJ~ 



6. METODOS ANALITICOS 

.6. l 
- ------·-. ·-

{ -~ 

Se' trans.·fi:eren 10 gramo.s de m.uestra de suelo a un .... 

matraz que contiene 95 ml. ci.e g.gua. y perlas de vi'dr-i o se 

tapa él ma.t.ráz. y se p.gi ta en po.s i. ci on hori zonta t duran·te 

10 minu.tos.; después de los in minutos se agita: ví·goros a.

mente por unos segun.dos y se tra.nsfieren 10 ml., de1 c:en-

t.ro de la s.uspensión a un matr~az con 90 ml. tle. a·gua usan 
.. 

do. una pipe:ta és:teril de. 10 ml. Est.o estable ce una di lu--

.... 1·0· ___ .- 2 • . C1QO 

De· esta s~gunda di l uciórt _t si rni 1 &rme.n:te. se· t.ransfi e·

:ren 10 ml. a los re$pecti vos matraces con 90 ml ~·· de agu.a 

'"' d d -· l' • . . . . -h· . . t - -10· ... 7 para téner una se·r1e , e ·. 1 uc1.on~s as· a · · .· ·-. 

'Det -l.a, diluc.i(in. rna:s alta prepara.da {J.o- 7) se tt"ans--. 
"" 

f"h~ren ·e:ant.i da des. de 1 rnl.. a 5. ca.jas de p.etri est-eri 1 es

por n1edTo de' una p1ipeta de l mL. Haga transfere'ncias si'

nri'lare·s de las dos siguientes diluciones .mas bajas, (10 ... 6 

y lO~s J a otras caj'as de Petri"' En cada .éa;ja: se. cr;:1'o·c.an.

a11roxtmadamente .12 ml. de medio da cu1ti vo· .. , Inmedi atamen 

te después de añadir el medio, se gira la caj'a de Petri 

con la mano p·ara. asegt(rárse que e·l medio de cultivo qu,g, 



Una vez :q.ue el a~gar ha so.l'idiftca:d:o :se, ínVie:rte1n .,._ 

las ca.ja::s; y s~ int.Ubéln' a 25, 28 ()' 3QPC cf1.rra.mte p:o . .r' lo me 

nos 7 d·ias;, es rp·réfe:r:ible· de 10: a ,bf &i as .. 

s:1 las. cajas de la,s diluci'one,s más; aí1 t'as muestran .,.., 

at-r'iba de 3001 .t,oJctn1as, la d:iJ JJci'on lPl $,lr:lo d~nnéi$1acio 'ba( 

ja Y s,i; a.q.Uellas, de· 1 a ,di:lu.cíón, mas: b'aja mU.e'.5.t..rah menos .... 

d'e ao, la dil.uci.on ha si d<> dem.a:si:a.do ªl ta .• En cwª lq,u_; er<i 

de los: •casos decs.eche tordas las: ,cajas..º Si las :cajas incu

:b(!das a,p.ar~cen satf sfa..ct:oriame:nt.~ .. , sele1cf;i on.e; la;s cg:jªs,,;. 

de1 il'as 'diiluctonés en las c'Oales se· han d.eS.itrtoT1'ado dé -

30 a. -300 c(r1cmias po;r ca.fa~ -

-Si cie·n,.~:.ro d~ ~ste: g·rupo una o ;dos. ca.ja,s tle.ne unª! 6 

to.as coJ:on.ias de :bacterias«) de hong.os (mayor de 2 c'.m:-. de. . - - . - . . 

Con la: ~yuda ,de un contador de c:olonias Quebec se -

c:,uentan el nürne,ro total de colonia.s. en cada 'Una de las .... 



cajas de :un.a di 1 uc ton dada. po-r ,eJ fa:cto r de di lucí ón s.e

obtiéne 1 a cuenta; tota 1 viab 1 e por gramo de· Ja muestra ,... 

de strelo híiJnedo i.n+ci~l. DiVi'diendn 1~ c'\.l.enta por. gramo

de suelo húmedo _entre los gramos dé suélo seco p·or .g'ramo · 

de sueló h.úmedo,, se obtie.ne -el résuT"ta:do e.n has.e· a sue.lo 

6. 2 DETEHM'INAGTON:ES TURSI:D·IMETRI CA DE SULFATOS {M.ETODO 

'DE {JACKSQNJ. 

A un¡;¡. muest . .ra de 20 9 .• de s u.élo seco al aire cante

n idos e.n un matraz Er1enrneyer de 250 ml., s.e añaden ... -· 

100 ml .• :de. la. sol ue:i ón ext.ractora de Morgan. ( 100 g. de -

acetato de. sodio y 30 ml .. de. 'áéido acético deJ 99 • .5% di

s uelt-os y mezclado~ con 500 mt. dé. ag.ua ~ afrora.dos a 1 lt) 

s.e. a.gi·tQ. la suspensión d:ur~.nte media hora y despu~s se-. 

fi'ltra a través de un papel Wha'.tman núnter.o 43 (o. se cen

t.ri'fugan hasta q;ue que·de claro·). Se transfiere una ali-

cuota de. 10 a 20 ml. a un 'matraz de 2.S. rnJ.,>: y l~ precipi 

taci6n se verifica adiciónartdo un gramo de eristales de~ 

!B aClz de tamañó .adecuado (molidos en un .mortero de !]gata: 

has ta que pases un tamiz de o. 5 mm~ y .quede·n rete'ni dos -



c-_-_J>'.?t' ___ 'ó"tfo ~.e' _o_.25 ílltílr}; y ,~,~e ~-~a~
1

e1n a 1'~- a~rc::iu~t!a .q.ue_ ~s~:a_ 

en e.J rnatraz.,, a9itando, S'~gui damente durante un mifn,,u't'o .• -

'Eh est:as co:rl:ditione::s: 

L.,., s ii la c::-ant:i:daci de' .s.ulfiat·Q s:e en c:.u~nt,1ra, por p~,b~ 

bajo de ao p·f11n se: áp.ad.e un :m11 i;litro de una· so,.. 

1 uc:,i:ón a.l ''º'·· 2S% de .. goma ,de ~,ca,(;i a. 

2 .... Sd: la can.ti;da;d de· suJ f,ato se ,e,ncgent.ra en-Pre 2.Q.' 

y 40 p,p.fil:,. se. a.ñade:n Z 'mt. de· Ta. sol.u:ci'ón. de: ~J'º""' 

'Se' afíJ·ra el vo.JQlTlen d:e J!a ,so.l.ocion y ·S1e ?9i:tca. durart 

te un mi:nut11 ¡; .La·s: Jiect.ur'as de, turb i.e·.diad ffi 1 tro ·<Izu1 .en.-
~ ' 

el colorí-'met,roJ .se leen 1~nt:re s y ,JQ m'il1uto.s: des,pu~s éfe

J;a~ .f:Ir.e:_qfpí:t:a,,ción,, y se.g1111:da':ment1a s.e; dé(t·erm.lt:na: ~et sulfat,01 

. . 

con re·,s.pect10 a una: curva. patrón c<>n,strtri da a pa:rt1'. ,r de ... 

c::~ntidactes c.on'Qºi.da;s de, su:lfato,, 

" 



6. 3 M'lCROOE'TERM!'H1ACTON DEL AZUFR~ CMETODO !DE JOHS.óN Y 

f.r I· .··s---·H.'J:T--·A· - .)-... _ 
_ [\ - --- .-~ '·'' , .. -~· 

A.péi:rato •. -. El aparato de di'ges.tioll--·desti11.aci,onr,, co

ino $é
0 

I11Ue:stra ~I1 la 'ffgUt'(li~, cons.is,t.e'. en un matra.z de bd 
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la, un .refrigerante d~ agua, un tltbo en U, una t·o lJ;Jlílnª~ --... . - ~ -·. - --- ,__ - - - . -· ---· 

de vidrio con 2 llaves y u.n tt1bo de salida. (4 mm .. de diá 

metro .exterfor)' que ll~ga a un .matraz colector. El ni·tro 

geno qu.e penetra dentro del aparato de d :igesttón-des-ti 1 a. 

ciEn, se lava en un matraz (hti mostrado en la ftgura} 

qµe se coloca e.nt.re el tanqu.e de nitrpgeno y .el brazo :-

del 'rrtatraz de bol a~ 'haciéndole· burbuJe.a.r a.. travé.s- de una 

soJ.uciqn de cloruro de m.ercurio ~n permap:ganat.o de. p.o·t.·a- ... 

s.i·.o al 2% ·' para e liminar posib l~s, trazas de gases d·e azu 

ff'.e .. Para p.revenir un burbUji:!o exce.sivo. de.ntro del ma--

traz d.e. bol a es esenc1'al que. eT tubo por el cual fluye -

el gas que ·e.stá dentr9 de.1 matraz de ba·1 a termine a una

distanci a apr.oximada de 3 a 5 mm. del fondd. del ma.traz .• 

E'.1 tubo de.smcm table que 1 l~ga: la ma.tY'a..z· cal e ct6r., -· 

·ve·s mediante una. pi ez:a co.rta de tubo de hule. El .hule de 

:be· estar Iib.re de cprop·uestos de azufre·, p.ara e.llo .se - -

bierve con un· alcali diluido y se Java cuidarl:osament.e. 

Espectrofotometro "Y col o r:íntet.ro. - Se usa un es pecto' 

fotómetro Beckman modelo B· con: ce l 1 das de l. cm;. datos, com 
". ' - - " ·' _. 

para ti vos .s.ob re un valor 1 imitado son dados también - -
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H:s~an~o un colori'.metro fotóe,léq,trico Klett·-Sununerson cQn

un:a celda de 4 cm. y un fíltro No .. 66. 

Re.acth/.ós.- Mezcla reductor-a ... Coloque 15. gramos de 

féi'sforo roJo en 100 mi1ilitros de. ácido yodh'íd.rico {g.ra-. 
< • 

vedad específfca 1 .. 1'.~ grado metoxi lo), y 75 mili t n:ro5 -

de ácido fórmico: al: 90% en un mat.raz d:e bola de 250 mfli 

litros., Se introduce.· una co.rrfente de nitrpgeno hacia el 

f.ondo del matra.Z; para elimina-r el sufuro de hi,drpgeno -

involucrado. y tambi'én para pre.venir e.i vací:o. Caliente -

la. 111ezcla lentamente a l15ºC - 117i>C durante 1 a l.5 ho~ 

ras. liem¡1ós largos de calentamiento dan c.o.t:n.o r~.s-u.J.tado-

una. ,gran reciucció.n del volumen dél reacti.vo; tiempos, cor 

t:os de c:~ilentamien·to :dan como result.ado un ·reacti'v·o de -

poc~ establ' 1 i dad y bajo poder re.d uc.tor. 

Una. re,duccion · e"n ~.l volumen de aprox.imad:ame~nte 30% se -

presenta d;ur-:ante la pre.paración del .reactivo .• El reacti

vo. prép.aradó d~ esta manera ~s estable .pol" 2. o. 3 semanas. 

y puede ser usado con precis·ion y ,s,ensib:iltdad reductora. 

Sol·ucian· purificadora de·l ·nit'rogen-0.- Afiad.a un ex
ceso de clo t'Ltro de mercuri·o, 5 a l.O g. por 100 ml ., ,a un a 

soluci6n al 25% de permanganato de potasio. 
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Solución para lavar de pirogalo.l-fi:t$JatQ. de_ s,,.olfJ'.o.--
,··-·"-'---·.e-,_- -

Di sue 1 va: 10 g ~ de monoT'osfato de so.dio y 10 g. de: piroga 

lol en 100 ml. de agua destilada ltbre de aiufre con la 

ayuda de una corrient:g de ni't:tóg,eno burbujeada a través-

de la soTució'n .. Frepár.ese di.ar-lamente .. 

A9'!Ja dest 1~lad:a 1 iore de azufr_e. - si es necesario, -

pr-epáres.e desti'lando ·a.gua que conte.nga .permanganato ale-ª. 

ltno en un ªlo.mf>1qae de vtd:rio .. 

SoJuc.ión abso.:roente de s:uJfuro de ac,étato de sodio 

y ace-tato de zinc.- Disuelva en agua li'óre de azufre, -

.so g. de a.c·etato de ·ztnc dihi'dr:a.tad.o y 12.5 g. de·; aceta 

to de sodio trihidratad'o. Afore: el yólurnen a 1 lt. .. y fil 

.... 

Soluci'-011 de 'á:tnfnodime.tilanili:na;- Disuelva 2 g',. de 

·s.ulfa..to de· p-amtnodi'métilanili.na e.11 150 ml ~. de agua de!$

ti lada. Añada 40-0 ml.. de á:ci do sulfúrico ·co"t1centrado. ... 

E:nfrí'e. y aforé: él volumen a 2 lit .. 

Soluci7ón de s.ulfa.tó fér,rico de amonio.- Añada a. ..., 

25 g. de suJfato fé·rr-i"co dé amonio 5 m1. de á:cido sulfú .... 

t"ico cdncent.rado: y 195 ml.. de agua de:sti lada. 

-- - ,·. '._-_:_.:.. 
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~··SoTuclón pafrpn_·de· ·sui. fatco_._ ... J?r~p:are _un.a. soltt.cd:an .... 

que contenga 5~434. g~ de sulfato de potasio pot litroa

u.sand.o agua desti'lada. libre de. azufre. Un milili'tro de

.esta sol uci on contien~ IJn mi 1 i .gram·o de azufre .• 

Lubricante ntoTi"da libre de ·.azufre.- Me.·zcle ap·róxii 

maoamente 5 .g •. de lubricante .de si li c.On Oow-Corning con 

lQ. ml. de Uh V(>lUffien jgual de 'áci.do yodh Ídri é.O Y aci do

h i pofósforoso. Calie:nte la ebullición .eón. agi:ta.cióri:. fre . -
.cuente durante 45 minutos:. Al fin.al del pet-í'o(iq de eb.u-

1 l i ci'on va efe la mezcla aci da. y lave ·el 1 lubricante- cui-· 

da.dos amente con agua libre de az.ufr.e.,. 

.~~roce.,dim?ento~... Lub1r:iqye. t~das 1 as j unta.s,-. con una. 

cantidad ~1nima de lubricante libre de azufre. coloqué-

¡t ... ·a.·. m··_ .. l. -· .·d. ·e.·•1· r""a··r·.,·1•·u· O ·de· ·p-i ""0. na· 1 n·] - .¡:O,S.ca . .t.1'>. d. e· ... S··o· "d.c1"·.·o"· e·n· · ·l·a .. J. _ · ''=' _::w·~· '._·-. ~ · · •-' ,~--- .. ,~- .· 1 y· ~-~-1. · · · 1.-. , l;:v 

columna de vidrio con Z 1 lav.es;. -añada :¡o ml. de. la solu

ción a.ce.tato de sodio -ace,tato de zinc. a 70 ml. de ~gua 

destilada libre: de azufre' en un matraz vo·lumétrico con-· 

ta.p.a de. vidrio de 100 ml.. a 1 que se us.a como .matraz co-

1 ector~ y dentro del cual se có1bca al tubo peque~o que 

va conectado .al brazo de la columna de vidrio .. irahsfie -
ra una a.l ícuota del patron o de 1 a muestra al matraz de 
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. 
tesario usar grand.es volúmenes, evapo~e ;.<:a$i a seqwHfad) 

y que no contepg:a más de 300 mi·c.robrganismos de azufre -

a.1 matraz de bo 1 a. Re suspenda el fósforo roJo de la llle.z

·cla reductora mediante la p:gitación y añada. 4 nn. con -

una pipeta._ :f(apidamente u.na el condensador al matraz d.e 

ho·1a conecte·1e el tubo que Viene del matraz por e.l cual 

fluye el nitrpge.nq .. Deje fluir el ~g.ua en ~l re.frigercan

te y ajuste el fl ujó de ;nitr?g·eno. a traYé.s .del sistema -

a u.n·a ve·locidad de 100 a 200 ml. por mi n.uto.. Comi en.ce e 1 

calentamiento y mantepgaJo a eJiul 1 i ció·n lenta. duran·te _. .... 

ttna hora •. ·Quite el .matY'az colector • .Us·and.o· una: pip.eta de. 

liberación rápida añ'ada pront..am.en.te 10 m1 .. de ,solución -

de: p-aJitinod'itnetí Jan i'lina al ma1tr:az c.oI ector! Tape~· me.z

cle, añada 2 ml. de soluci.ón de s.ulfa.to. férrico amonio,.,. 

· ta11e.~ m.e.zcle otra vez, afor~ a un .v.olumen determinado Y-· 

me:zcl e cui' dados amente. Lea despué:s de diez mfnutos p·edr.o-· 

dentro de 24 horas en un c.olorlme.tro o espec;trofotometY'o 

a 670 nm~ El :sulfuro de. hidrógeno resultante s.e det·ermi"""· 

na e.spectr.ofo·tométric.amente c·on~ azul de metilerto .. 



... :101 .... 

6.4 EXTRACC10N Y DETERMINACION COLORIMETRICA DE TIOSUL

FAJO Y T~RATIONATO EN SUEL05. (Y.M.Nor~ 1977a) 

REACTIVOS. 

SoTuciOn de. cJoruro de litio·.- .Litl (0..1 molar'). 

Disuelva. 4 .• 2 de Li'Cl e·n aproximadamen.te SO.O m.l. de agua 

y a. fo r.e el YO lumen a 1 l t ~ c.o:n p. g.u.a • 

·s.01 uci'o'n- patr~rf de tios'tilfato 'de s.-odfo ...... .Dtsuelva -

3'..871_ g. d.e Na2S·2 o3.5H20 en· ap.roxim.adam:ente 800 ml .• de -

LL.CL Q.1 m.olar y ajuste el volumen a l lt. co.n .e-J rnismó 

réactivo. tsta so.lución contiene l ¡ng;,. de c1zufre1 como -

t ;: os u 1 fa t (j p o r . rn i 1 i 1 i tr Q "' 

.Solución de ·cf'arru-ro ·de ·.po'Ba>sto ... "'" (o,. l mol ar). Di...,_ 

suelva 6.51 g* de KCN en aproximadamenté 800 ntl •. :de ~.gua 

y ajuste el vo:lumi:n al 1 lt., !J con agua .. 

Solución de éloruro cúprico •. - (0 • .033 molar) .. DisQe} 

va. 5.fi3 g. de cuc1 2• ZH2 O en .cerca d.e 800 ml. de· agua: -

y ajuste el volumen a I lt. con agua. 
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:Soluci'ón. de ·acfdo n:1tri'éo-ni"t.rato 'ferri·co.,-
. 

Fe(No 3J3 .9H20 0 •. 2.5 .molar;. HN03 3 .• 1 molar. n1·s.;ue·lva: 50 g .. 

de Fe·(N03J3 .9Ha0 en HlO .mJ.i de HN:Cl3 con.ce·11trad!o (rea·c~ 

tivo grado an.alí.tic·,o, gr. e.sp. L42},. añada esta solu:--

ci6n a. 600. ml. de ag1Ua y ajus·ta el volumen a 500 nfl •. c.nn; 

agua. 

Agua .. - Use ~.gua d·es:tilada y deioni.2ada. 

El tetra;tiortató de potasio CK2s4o6J usa.ndo es sin· 

tetizado como lo de·scribe Trudirtger ( 1961}. Par·a pr:.epa

rar este compuesto, 50, .g .. de tiosulfa,to de sodio ·- - -· 

(Na,2s2o3) se disuelve,n en .too ml. de .ag.ua. y se oxidan -

con iodo. Se añ.ade un exc~s.o de acétato de potasio, y -· 

el tetratiónato de potasio precipita m~diante la adi- -

cfon d'.e 4 vcrlumenes de etano1 abso1 uto. 'El K2s4n6 prepa 

rado se recristaliza tres veices con HCL o.s tL 

Pro cedtrnJen to. 

Pon,ga 10. g. de sue:] o en un ma.tra:.z de: 250 ·ml' .•. > aña .... 

da 50 ml. de; L iCL O. l molarj tape el matr.az., a,gi te el -

contenido durante ... l-;. hota y filtre '( p·apel f·i ltro .Wha.t ... 

man # 42) la suspensión ·resultante .. Si 'i!l extracto :obt! 

nido con·tiene. materi.ale,s .coloidal'es., filtre el extracto 
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a tr-avés de una membrana filtro Metricel GA-8, .de O .. 2 mi-

eras. 

Para determinar el tfos ul fato más tetra.tionato, .... ·

transfiera una a1~cuota de. l a. 20 ntl •. del extracto que -

co.fi.tiene 25-2:50 mi:cr9!i:ramo·s de azufre como ·ti os ul fa·to o 

tetrationato a un matraz volumétrica de .25 mT., añada -

l mL • .d.e'. KCN d .•. 1 molar, agite .el matraz para mezc1 ar el 

contenido y después dé· 15 mi.nutos,. a.ñ'ada 2' ml. de - - -

CuCl2n.033 molar· y l m:l., de reactivo. de Fe{No.3}-J-IN03 • 

Afore a un vol·umen de .Z5 ml. c.on LiCL O .. l molar-, invter - -· . - - - . . ..........., 

ta el matr~z varias veces para .. mezclar e.1 contenido, y 

después de un mirtuto mi'da la abcs·orbancia del e.olor c.afe 

.del complejo de tioc.i·a.nato de fierro for.mad:o usando un

.expe.ctro:fotómetro ajustado ·a. una 1 o.!'1gitud de onda de -.-

4.60 11m: • 

. Pa.ra determinar el 'tetrati ona.t,o,, se s ig·ue e1 próc~ 

dimiento descrito, .pero se omite la adición de 2 ml, •. :d'e 

e u Cl 2 o • O 3 3 m o l a r .. 

Calcule el conten i de» de tlósuJ fato mas tetrati,ona .. -

to, o tetl"ati onato de l ·a al 1cuota analiza da usando como-
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refer.encia u.na .g:l"áf'ica de cal1 ihr·a.ción . 1i"H~>Cl'Mr a: ;partir 1de·..,, 

Jos: resu'lt.ados 'ob1·teni1 dQ$ con patr:ones qu.e con.ti,·e·nen: ·o,so,. 
10·.o. ,. l5tl, 200 y .2BO mi crpgr.amos de a:z;.u'fre 'ºtiro tiosul fa~ 

t~o. Para preparar e:$. ta 9ráfic.·a,;. 1di luya: urta al1cuota. d.e -

25 rol' •. c,l'e la solución pat~.fü1 de azu·fr:e ~omQ ·ti1o·s,ru1..f'at.o a 

l l t~ ,. con LlCL 0' ... 1 molar·,. enitoncé1s. pi·p.e:tee. alJ"cyot¡;¡s ·efe· 

O, Z > ·4, 6 ~ 8' y 10. 111J.. rl.e· esta: di l ucion patrón de11tro dé 

m~at.race·s vol umétri·c:o·~ de 2:5 !n1!1 .• y p·ro.ceda como se de.scri! 

be ~n la de.termirí:clCi:ótt dé _az.uf're corno: ti . .osu.Jfa,to :más azu 

fre: como tetra'ti:ona:to.; ·cor-rij.a las· me·d1das de. ab:s·orYa.n---'"' 

c:i'a· del patr,ón con .1nt b 1 aneo obte:n id;o1 usandó l.i CL. ó .. 1 .,. .... 

mol.a.r ·e invi e.rt iendo el orden dé adlicion d:e l'o,s. Fe,a~eti ¡,.:;..; 

vos es.p ecífi cos. 

Pat':a calcUlar Ta cantida,9: de a:tufre ,como tetr:ati'Ona: 

t.o p:res,ernte en la, :rnuestr'a.,,. multi··ptiq:ue los resultados ob ,, 
t.en i1 dos !cuñ el pro:cedi';tni.ento. en aus:e1icfa <re~ e.u:'"'" + pn.r -·-

1 .. 75: 

tofotometro: B·eckmcrn mode:lo na-6 eon una celda de· 1 cm .•. y 
una 1.ampara de tun.g¡sterto como fuente de, ener.g1a.j 
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~ 

Déte.rm1na.ción e.ti súeTos de Ta ·axi·dación de .aZ'Ufre 

a ti osuTfat.o Y te.:frafidn·ato ... 

Coloque urta .mues.tra. de zo. f1· de su.e.lo secado al ai-· 

re dentro de un matraz de 2'50 nfl •. , 9-9l"~g'ue O. '4 · g. de un a 

mezcla 1:99 de azufre elemental {subli'madó}:;bolitás de . .,.. 

vidrio (de malla 13.0) 2.00 :ppm de S en .bá:se al suelo} y -

mezcle con cuí.dado; añ'ad.a 5 n11. de agua. g,oteándo hasta. -

humédece.r la rnues.trª de suelo to·talmente, e incube la 

.mue'S:tr.a a .30º0 du~.rante vat'iqs periodos de ttempo. Los 

controles se preparan.;e.n la misma forma .sin la aditiórt 

de· a:z.ufre . .El .i:IZuf·re parcialme·ttte· oxida.do y .el S.•Ulfato -

se ex.t.raen. ·con 100 ml. de LiCL O.l mola:r {filtra.do a tr~ 

vés de un p.apel fi ltr.o Wha.tnrán # 4.2 de.spues .d.e a.gita:rse-

les ·coloidales en e.l ext.r.acto, este se. filtra a través -

de un fi.1tro membrana ,tnetri cel :GA•Sde, 0 .•. 2. micras~ Al ex-· 

tracto obtenido se 1e· determina tiosul'fato y tetrat·iona

to por el método q.ue se describe anteriormente., El .a.zu

f-re corno sulfato s.e deterrni na .por el método de azul de.,.. 

metileno de Johnson y Nishita {1952) a partir del mismo 

~xt·racto de suelo y a este 'l"esul tado· se lesustriae el azu-.

fre como ti os.ul fato y e 1 azufre cowo tetrat i ona to cuanti 

ficados. 
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.:Agua tót"ri en te..... . 1100,0 ce .... NH:4c], ... ·,. ........... •· •. ,. Qi, ... l gm. 

Na2szo.3: ........................ s~n gm.. ·'NaHC03 ............... 1 .. O g.:m. 

M9c12 .. ·"" •.. ~ ................... 0.1 .gmi Medio no :e.~teri1 it:ad·q .• · 

7.2' Modi:fica.~ion .al uredli:a. de :Beijer.:i'nck. (Waksman!, ....... -·,.. 

1.·92.2) •. l::.ste me:di10. es el ,mismo q·ue :el v.1, con la ,adi·-. ..,. .... 

ci ón d.e' 1% .qe. :ca.co3,., pe§ acto· p:or .sep.arado, .o· o ... 25: .gm •. de 

cac12. po•.r lltr-o. 

Agua co1\t·ien.te .......... 1000 ·té .. 

Na2s2C)'3:·· .................. ·s .• n gm~ 

K.2:HP0·4 ••••.•..•...•.• , •.• ~· ••.•• O .1 gm. 
NaHC03, ...................... .,O. 2 gm. • 

. Agua: destilada •••• ~., 1000, gm. 

.NH Cl. H .......... !(l." t gm. ' 4 . . 

Agar ....... ~.i ••• 20.0 gm. 

Mgc12 .••••• ~~-*~~n~z gm~ 

Ca 1CO:,g o MgC()g:· .•• , 201 ".0 gro:. 

Azufrt;! 1preci:pitado 10 'gm~ 



Agua «jestí'la,ti.a ........ 10.00 gnl. 

ªªzS;zºa· ................ a .•. (J: g111. 

Mgc12 ••. •d ... , .. ~· .. ,..-., ...... n .. 1. ,gm .. 

K2HP04 ,. ................... Q .. 2' g}rt •. 

/\:gua dé·stfla·d.a. ~ ... h JiOOO gm .• 

N~.2s2 o3 ~ ·~ ................. 2 •. io gm,, 

M.9 c12 •••.• ,, •.•• ~· ••••.••• p .• .1 gm ~ 

N.:a2HP04 • "' ....... -.. ...... ! .. o .• 2: gnt. 

A:gua desti l,a,d.a ••.• , .... 1()00 ce~ 

{.NH4J 2so4 ,..: ~ ••.•..•.. ~.· .. ·~· ~2: ... ó :gm .• 

:K.tHP0:
4 
............... ,., .... , .1 .. '0' :gm. 

KN. O 3 • • • • •. ,. .. • .. .. • • • 5 • O. gin_ .. 

NaJfC0 3 ~ ..... .,, ....... 1. O gm ... . 

cac12 , fC:l 3 ••.••. Tra.z {IS. 

HN:() 3 ••• ·•· , .......... 1 .• O gnt .. 

HH4e1 •· • .¡ • •: ,¡¡ ... ~ ~ .. H o .. 1 gm .. 

N.aff'C0 3 .•••.. o: ......... ~. 1 .. o ·s.m. 

Mf)S0
4 

•. 7H2o, ......... O. 5 gnt. 

'feso4 ........... ., •.• 0 .. 01 gm ... 

·A?. u,fre .............. .,. * • ·~· 10 ··'°' ·gm .• , 

ca 3(Po,4}z·· ......... to •. o gm .. 

1 .. B Primera modifi:cacion ·ªl· m,e;dlo de Waksmah. (W.akS,man,.. 

l-922J. Para T. thioo;xid.ans .. 

Ag:ua :dest i' 1 ada~. ~· ...... ~· 100.0 CG. FeS0:4 .................. Tta.;za.s .• 

(:NH4J ¿S04 ..... ,i) .... O) .... ., ... '".,o •. 2 .sm. KHzPOi4 ~ ..... ~ .•••. ~ .• ( • • 3,,0; g.m1. 
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Mg S04. 7Hz o •••••••• ,;, •• o. 5 .gm. 

Cac1 2 ••.•..•..•.•••. 0.25 gm. 

7.9 Segund.a módifi'cac.ion a,1 m.edio de Waksman. 

(Waksmªn, 192.2) .• 

(pH de 3 .. 0J 

{NH 4J2so·4 •••••••••.•.• ~o.2 gm. Azufre .• •.~ ••••.• 10 ... o gm. 

MgS04.7H2º·······~····º·s gm. KH2P04,l.OM ••.•• 80 c:c. 

(Solución) 

f'eSo4 ••••••••• -•••••• O •. O .1 gnl. H3P04 , ¡.p N •••• 20 te. 

í(S.oJuci on} 

ca 3(P0
4
J2 ,., ••• -..••.•••• :2.:5. g¡n. Agua destilada. ·.1000 ce. 

Nob~: en los medio·s 7.7, 7.8 y 7.9 el azufre y el - ......... - ..... 

·ca3(P04) 2 se· pésan por S'eparados en fr.ascos indi'v·:f dua-· 

les., Se este.rilizan en .3 días consecutive>s co.n vapor -

dut"ante 30 minutos. 

7.10 Medio só-1 ido de W.aksman p.ara ·r.· thfooxfd.an.s .•. ---

( 1922). 

Agua destflada~••i•lOOO ce. Ca&l 2 ...... ~ ..•.. 0 .. 25 gm. 

tta2s2o:3:·•··· ............. s .• o gm •. KH:2Po 4 ~ .............. 3 ~a gm. 

NH4C'l ~- ~· ................... o .. l gnr Agar ................ 20 ... 0· gm. 
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7 .. 11 Medio 13 as i e.o de. s . .a.l~s de Al len LAl len J 195~). 

Mac roe l.ernentos. 

(NH 4) 2so4 ........ •'•.•• 0.01 M 

KH2Po4~·····-··~~~~ o.oaz M 

MgS04 ....... ~· • • • • • • • • O. O l M 

CaClz· •.••••. o ••.••• ~0.0005 M 

H2so4 •••••••.•.••• ~· •• 0.001. M 

Fe •.•.• ~ • , •••.••• ~ 4 .. O rogfL 

Mn ...................... o.s mg/L 

:s· ' .• , .•.••.•• ~ :, ..• .• : .•.. ~ .• , .o·. s· lmg·/'1 

Zn ........ , ........ o. 05 mg/L 

cu •....•. ~ .... ~0~02 mg/L 

Mó .. •.•• ~ ••••.. • 0:· .... o .. Ol mg/L 

V • ., •••••••••••. ,; O • O .1 mg/L 

7 •. 12 Medio de ·vfoí .rin g:a: para mi croorgani smo.s que oxidan 

el a.zufre. (We.1ringa, 1966) .. 

Me:d:io con a.zof:re precipitado in si·tu a: partit- de 

polisulfuro. Se us.a el siguient~ Jn_e4io b:as~aI: 

KzHP04, 500 mg; (NH4l2S04, 500 mg¡. MgS04 ... 7H2.º' .250 mg;. 

C:?.C1 2 , !Oo mg; si1ic:.a.to de Na, 0 .. 1 ml; Fe: EDTA, 5 ll)g; -

soluci•.ón de microelementos de Gaffron (Hughes y col. --

1958). o.a ml; agar dializado (oxoid #3)~ 15 g; agua 

de:stila,da. Apr.oxima.damente de .25-30 ml. de medio hasa'l·-' 

derretido, estéril y a una temperatura dé 60e se· vier-...

ten dentro de cajas de Petri de lOtm~ que contienen de

l a 1.5 ml~ de HCT o.1 N. Oespu¡s de mezclar el medio -
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s~ 'deja $Qlidifi.cát' .. 'Una. ·ca]Ja del~J:ada. l:O m11 ele 111Jed1io b~ 

sa.l s up:le.mé;ntadQ con p o T i'.sulfu,rcJ,, $e Vi er-te:n en c:i lfla de-

lá p riJrte·r.~ céi.P'á,. La .. co:TucHin: de· :pol' fs u1l :fµro 'se, ,p t"ep a..ra-. ' 

med1ante la saturaci!Q·n dª ·Uila sotuc:i'~n saturada de Na:,2.'Sc 

~:.ñ agtfa, con razufre elerne:nta11' t se:9utda de la: esteri li'z,a-

ci>On ~· Par.a la pr.epat-ac.ion ded '.medio de la <:,~:P·a s.uper"for 

·pa~j;a:n dos .mi~·flitros de esta. So"lución por lit.ro d.é .me

d'iO bas·.al •. E<l HCl de la. capa in'f~riot< se d:iflmd.e tr tra-· 

vés cte -Ta cap.a de e.n.c'fan.a y· pre.ci:Pi·ta. e,.l a:zu'fre del po·li 

s ulf.u.r:o co.mo YO;ª sus.pensi 5:n tnU.Y -·fina. El lf¿S que 1 lega

ra, a formarse s.e el fnVLna ca T1en.t.ando' Ta c:a·ja en urr baño-""· 

d~ agua~~ 

{o N a2s:2o:3 .• 5H,20J ••• , .. • .•. 5. g. 

{NH 4J2so4 •. ,., •• ~ .......... ~,.~z ... 4 9·~ 

0 ... 5 9'· 

io, 1rng. 

Agua. d~stiJrada l 1 i.t·ro·. 

Se esteri:t·iiza con v:apor 

si e'l :a.zufre· es. el sus-·

tra:to, de otra nrnneria ~e 

usa :el auto el.ave. 

Para ~·l va1l·or del pH v:er 

e1 inciso 4~1.5. 



1 .. 14 Med'io ::R ,Pat-,·a t .. d.eniitrificarrs. iíntcame'nte. (Po.st----

ga te;, l9B6) • 

MgCl2 .. 6H20., •. p .......... O,.. S g .•. 

:KH.2:1'··0':4··· ., •..• ·•· ......... , •..• , .•. "· •. •. ,Z •. ll . g. 

. 'Na1Sg:,o 3.5H2'0 ......... !~·,~· .5~:0 ·g. 

·KNQ :a ..................... ·•.· •. .• :2'.. o: g .• 

Na'HCüa····'··'"~·~·~·~······· :Lo g. 

Fe:SD4 •. 7H2o ................. º ,lQr ~,o· g. 

Agua <::~ó!t"ti>ente l l í t:ro. 

Ajp5te el pH a 7; la$ -

:s:Q1 ucienets« de hi\efro , . 

·fos·f ato y b·i carbo.n.ato se 

esteri·~ iza:n irrd.ep.eJidi:eñ ... 

7. lfi Me.di.o F par.a. Th:'i o:hacj 1 lus (pos tga.t.e, 196'6). 

(HH4 ),Z'S:94 • • . ... •• .• .. •. . •. .•. .. O .15 g •. 

u ~n ·1·H·· a · 
:r.t.9~.·--4,: .. •· .:· .· · · 2.·· ·_ ··1':· .., ... • ..... ·• • ·• : .. ·•' 

:KH'2 P ó 4 • •. • ;. •. .. • :.· •• • 4 • • • .. O .• OS g • 

Ca(No3J
2 

................... ,~ ·~ 0 ..•. 01 g"' 

.Agua co)'.'riente l li·t·rójf Añada 10 nn .~. de una s,olucion al' 

10% de P.e.so4• ZH,aO es.ter-i ld1 za.da: p.o.r 'Sepa; rada; tof!lpt'uebe

·que :e'l val o.r d.e l :PH s'éa de al rededor de 3:,..'5 despaés de 

la inoculación:. 

,, ,' ·'1 N·O"T_A_ 
.. ·.•:., .... 
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se añ<ide: una sol ucion de el~mentos traza al ,medio de -

cultivo. Lª cual contiene: EDTA, 50 g.; Znso4.1H¿O. 22 

g.~ CaGlz·' 5 .. 54 g.; MnC1.4HzO, 5 .. 06 .$•; FeS84.HzO, 4.99 

g .•. ; (NH4)6M070z4~4Hz0, l.l g.;. CuS04 .. 5H2º' L57 g.; ---

coc12.6R2º' 1~61 g.; agua. 1 lit~o; a un pH rle 6 cnn -

KOH~ Se aftade a una parte por 100, este complemento su~ 

ple ª1 fri·err.o inorgánico, eJ cual pyede ser omitido e .. n

l os medios S y R a~tiba mencionados. 

T., 16 Cal do Bacto-Th i obaci 11 U$. 

Tiosulf.ato ele sodio .••.•.••.... B.o g. 

:Sulfa.t .. o. de· amonio •. º .... ., ••••• 0.4 g .•. 

Fosfato man:opo.tasiéo •••••....• 4.0 g. 

Cloruro de ca.leía ... .,,.~ ......... o . .,.25 g. 

Sulfato de: magnesio ••. ~ ....... 0~5 ·g. 

Su~fato ferroso ............... 0.01 g. 

Para rehid:ratar el caldo Ba.cto-ThiobaciTlus, suspe.nd'a .... 

10. 2 g .•. en1 1000 ml. de agua, destilada .. 

7~17 Agar Bacto~ThiobacilTus. 

Tiosul'f'ato· de sodio •••••• ~•· 5:~0. g. 

Sulfato de amonio •.•.•.•• , ... ,. ..... 0 ... 5· íl• 

Fosfato monopotSsico~~-~··~· 4 O g. 
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C1 o ru ro d.é Calcio ........ ·. • • • • .. O. 2.,5 g. 

Su.lfato de. magnesio ........ ••*· o.5 g. 

Sulf,ato ferroso ••.•.. ,., .••.•.•. 0.01 g. 

Bacto:-f;:gar.,, .•.•••••••.••••• :· .. 12.5 g. 

Pa.ra rehtdratar el Agar Bacto-Thiobacillus, suspenda --

22~7 g. étl 1000 ml. de agaa destilada. 

7. l8 Medió ,a par.a bacterias que r-ed.ucen, el sulfato ... --

(Postgate~ 1966}. 

KH2Po4 ................. ~ .. •·•• o.s g. Acid.o: Ascorbico •.•• 1.0 g. 

N H 4 C l • • .. ,. • ., • • .. ., • • • • .• • • • • 1 .. O g , At 1d o 

Caso4 .......................... 1.0. g ... tiog1icolico ..••..• LO g. 

M9S04 .. 7H2º··· .............. 2:.0 g. FeS'04.1HzO ............. 0"'5 g. 

Lactado ele Na ••.• ~ .~. "'.. •. .• • 3~ s. g.~ 

Extracto de levaJlura .•.• 1.0, g. 

Agua corrient,e 1 litro·; áj'1uste el pH e.ntr-e 7 y 7.5. Es .... .., 

te medio siemp're contiene un pt"e·.cípitado •. D~be añadirse 

NaC1 para espr;ci.e.$ ma..rifia's ir o usar a,gua. de: mar ~n 1 ugar 

de. agua: corriente. 

7 .• 19 Médi:o: C para. bacterias qu.e reducen el SU.lfa.to .. 

(Po:stga.te, 1966). 
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Na2Sº4············ .. ·············~· :4 .. 5 9• EeS04.1Hgó ••••.•.• o.1 g .. 

C aClz. .. 16H.z·O ................... O • :Q:6 g • C i' t.rató dé 

MgS04 .. 7Hiº" .... " .......... ~ n .. º·6 ·g !' Np. ... 2H2º· ...... •' 10: ••• o O' a g;,. 

L.ac:tato de Na •..•.•••• ,. • •. • • 6. O_ ·g ~ 

1\9:1.ra destilada l ·1;t:ro~ pH 7.5 t Q.,i .. Es.te medio· p.·u~de.-
. 

er1turhi1 ars•e despué':s: de.l aut:oclaveado pe·.ro se a:cl~ra·rá -. 
al enf'riarse., Añ'adir l'l:aC1 e.xtra para especie.s de ?gqa.s

.saladas. 

7.ZO M~:n~Mp .D p.a.ra fr~at.erias que reducen él sülf.ato ........... 

(Póstgate "· 19.66). 

KH2Po4 ••• ~ ........ ~ •· ·~ ...... ~ 0: .. '5_ ·g FeSu4 .• 7H2o ....... · ••• o. l_ •.g~. 

NH4•CT .................... : •• 1 •. 0_ g. Piruvato de Na ..... 3.5 g .. 
. . 

Ca:~12. .. 2H 20 ••••• 4 .·: ... • •••• oi •• .. o., l. g~ o. Cl o:ruro de· 

MgC12 • 6H20.,. ~· . .¡ ... ·~ •. ~· ~ .. .. •• 1 .. 6, g.. colina ...... : ............ 1 .. 0. ·g .. . 

Estra.cto· de 

Ag,ua de¡st:ilada. l litro, ·pH J.5 t 10.2. 'Es,terili:zar po·r -

fi'ltrac:t6rn. añadir N a.Cl' ext.ra pa r·a; espec.i .es de aguas. Sra 

lada·s ... , 
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7.21 Medio E para. ba.cteri:as que. reducen sulfato 

{Pos t. g·p. te ,. 19 66) . 

&H4c1 •• ., .................... . 

Na2so4 .••••.•.•••••.• , ..... ~·. 

CaCl2 . 6H20 •.•••• ·~ j ••••• 

MgCl.2 • 7H2 O ............... . 

La.ctat:o de Na ••••••••. ! 

Extrac:t.o· de leva dura ..• 

o •.. 5. 

l. o: 

l. o 
1 .•. 0 

2 . o 
3;.5 

1. o 

g •. 

G. 

g .• 

'Q .• 

g • 

g. 

g . 

Acido asc&rbicb •. 1.0 g. 

Acido 

TiogJ icóiico ....... 1.0 g. 

FeS0 4.7H 20 .•• ~j ... 0.5 g. 

A.g.a r .•.••. '"' . ,., •. • • • 1'5 ·9 .. 

A.gua; corriente 1 litro, afuste el pH a. 7.6· con NaOH .,. __ 

de·:spués de hervir para disolver e·l agar .. Autoclaveado -

y s~e usa ante.s· de que. solid·ifi.que. Añada NaCl extra pa

ra •especies dé agua salada"' 

7 ... 22 Me.dio T para bacterias sulfurosa fotosintéticas .. 

(PC>stga.te,. 19:66) .. 

KH2 t>·o4 ................. º •. • • • l g. NaCl.. • .. • • • • • • .. .•. .. • • 10 g,,. 

NH4c1 ...................... 1 g. Agua destilada ...... 1 11. 

MgC lz .. 6H20 .............. ~ .• o •. 5 .g •. 

{Cuanda ~ea netesario Pe~mftase en este volfime.n -

las adhriones dadas abajo)!! 
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Elemento~ traz~: Aff~da 1 ml de la siguiente soluci6n ~ 

{esteril f,zada por se.pat'.ado) a cada lítro del medio bási

co T: Fec·1 3 .6H2o, l.5 mg.·; CUCl 2 .zH 20, l mg; NiCl 4 .6f12o, 

2 mg .. ; Na2Moo4 ~ Go CNo 3>:z .. 6HzO, o .. os g. ; cuso4• 5H2 o, o .. J1os 
• 

g:.; MnCl2 .6H2o, 0.005 g .• ; a.gua destilada~ 1.1. 

Adiciones posteriores: 

Las so-luciones sigui.entes- deben hacerse m'ás con-

t;entradas ,_ estec-ri Ti zada$· po:r .~eparado me:di:anté filtra.-.

ci on y deben ser añadidas .al medio basico 1 inmedi.ata---

ment.e -antes de usarse ... 

{a} NaHCOa: 2 g/l d~ medio básico para toda$ las 

especies~ Esteri·n i :zada jus.to antes de us q:rse· .. 

[b) Na2S.9H20; lg/1 pa~a Chlorobfum limícola --~ 

o •. z g. / l pa: ra Chb.robi um thi os ulfatoph i lum~ C:br_omati um!t:,.., 

Thifo.pedia. 

(~} Na2s2o3~sH2 o: 1 g./l para thlorobium tltiosuT

fatophil um, Ghromatium~,, Thiopedia .. 

(d). Malato de Sodi:o; 1..g./J para Chrontatium, _, ___ _ 

Thi opedi a.. 

Ce) H3Po4 a. pH de. 7 - 7 .2 para especies Chlorobi'um 

y B.O ~ 8.4 para Chromatium, Thiopedia. 
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1Nota: Chl:r-obiu~m lintic6'la cr.e.;ce: meJor s.i eJ me.dio c:Q.JTI"'"" 

p te:to· eS· preparad~o eJ: dí a anterí or a Ji a i n.oculación y ""' 

rnante:n ii.cfo :tod.a la Oó.che en un r-~fr .. igeradQ.r (en :O.o,tel lw.~. 

l lét1.as); in me di ·ata:métrte .a.htes de la 'i:noc:ul·aci Otl :una ad~ 

<::ion post.eri·or d:e· N:a 2s,~·9u2 o $$ hE;cha .. ( 1 gota de .. N'ai2s. _ ....... 

'9Hz'Ol.10' mJ. dé med'i':o al 1D:% •. 

7"23 Me.d4 10 P :para, ba..c·teri,as suTfuro.s.a.s, fot·osinte:·ti:oas, • 

.( Pos.t.gat.e ;~ 1966). 

S. '1 .•. ;... 1 . o_ ucri on • 

ca:c·1 2 ............................ o•: 4 ·9 •. Es.:Per i l i .z:ada 'en. -· ... .,... 

Ag:ua desti.t ada.;¡ .. ~, ·!,, ......... l .. 1 .. a:utop:Ta ve .. 

Solué5on .2. (a.} 

.
1EP.T A, .Q ~ 5: g .. ; F'e,~Oil .. 7H-;O ,; o .. z g:.~,; :zns.o,, .. 7H.,.Q,. 10-

-- . . 'T' ~ . . . ...,., " 

mg.; Mnc:t
2 

.. 4H2p~ 3:mg; .. ;: H3ao3 , 3.Q .mg •. ;; ·Coe!t2 aH 2 o~ ·20 .mg;. 

CqCl.2 .:2H2.o·,, 1 fng,,; Niél 2 .6H1
2:Q >· :2 mg.; Ha,2:Moo4 .2H2o~ 3 ... 

mg· .. ; Agua oest·iT:ada l 1 .. ; dtsuelva en EDTA PRIMERO. 

Soluc·ión .2(b}' .• 

Ci' an.ocob-al-am.in.a ............. ,. 2 mg. A.gua dest·i laJda. l-00 tnL 

so1uc.ton 2{c). 

KH2Po4 .••• , ~ ...... ,.., ....... ·.~ .. ,l. g. Di.s uelv.'<r e'ri 70 :ml. de 

agua .. destil.adai mas --



NH4.Cl. , .... ,,. • • .. l g;. 

M'9CI 2 ... ·6H,a°'· • .•. l g. 

S.ó 1 ue,·i .On '3:. 

'N aHC0
3

,.. ....... • A., 5. g. 

Agua, 

oesti 1 ada •.• ,., 900· nfl. 

Soluci:ón 4. 

3:o -rn1 • de sol:itci on 2( a J n1a.s 

3 ml •. de soluci,'ón .2(h~~ 

Sat.u:re ·~oh co2 por 3CJ mf n. - ... 

;,por bt.1rh.uje,9,. 'Mezcle con Ja~· 

:s,oJ:u:ci one::S' 2 y fi it.re y este 

riTize ,s.ob.re la presi;fü1 de· -

CO:z•• 

Agua des ti 1 ª'ªª· .. 3. g... Puede seir autoclave a do~ 

Na.2s .•. ·9HzO •.••• :200 ml ,. Parcia J;.me.trte ne.Qtrali zado -

con. H2so4 estéril ante.s de ... 

usarse .. 

Mézcle las s~lueianes 2 + 3 cdrt Ta soluei6n 1 en-

11,a proporct,on d'e· 2. :: 1. Añada 2 ... 4 a 4. 8 por c.i e.nto -.-.

(1t/:vJ de so.'l:ucion 4 de acuerdo a los réquerim.fe.n.tos. de 

sulfuro deJ .organismo •. us,.~ p'H de 6,,,7 ..... 6 .. 9 para: las b;a1c 

te·rias verdes.,,. 6 ... 9 .... 7.2 para las p.Orpuras, .. En botella'$. 

11 en as y fuertemente cerradas con e'l rned i.ó P .. pueden ~-· 

s,e:r g.uardadas e.n J:as obs,curi d.ad ¡pQr v.a:rios meses .• 
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NazS2.0a. 5Hi.O •..• ·.~· ·~ .. fo ••• ' .• ;LO w o g .• 

KH2:P04 ........ .., ... ~ •••• º ., •.•.. · 4. o. 9·~ 

Kg H p o 4 '• .• • .. .• O, • • • .• ~· .. .. .. • •• 4 • ·O g • 

NH.4 Cl • • .. • ,, • • ~· .• " • • • () • 4 g •. 

s.oTuci'.on de 

me.'t:ales t r~i:.a ..• 10 .. o· m1 • 

S.oJllt;i ó·n de me:1t.ales traza :. At. i do: eti liend i amj n ...... 

tetra acét··co so () g· • Zrrso . 7H O ge; .• Q g •, :caC:lz5· 54 g .• ·~ '.·,' "- . ·''·. ·. l.·.' '' '·• ' ..•. ,, : : .. '·-· -·4•·.•···::2 ·. 

M.riGlz .. 4H2-º 5.,~()6 g. t FeS04~'~Hzº 4 •. ·9.9 g., (NH4)6Mo7C'.l¿4• 

4H2.·°' 1 • to g·. , CQS04. :5H2.0 l •. 5 7 9'• , C:oCl' 2. 6Hz0 1 .• En: g·. :~ 

HzO lO(iO 1JnT..... Ajuste el; pR a 6.0 ·corJ KPH~ 

En dos o tres df.as a 30ºC e:l tult·fvo flu.ida se .... ,.. .. 

torna turb·; o y á:c'ido.. Se· tetina .. una asada ele_ la ·s upet-·fi:-

•ci;e y s.e e•sparce en un me.di o de .agar de la· mis•rrta .contpo-

si·cion... Oe.ntro· dé: 48 ho:·r~rs pEtque'fias colottias· opac.as .apa 

recen~ con. un; tiinte anara·nja.de en eli ce:ntr.o de las col u-

te.rcer dí.·a ·I"as .colonias so·n b:lantas o :ama ... - - - - ' . -

rilla·s o.on .azufre preci:pitado. IJos subcultivos suces·;_,.,. 

vos de una: s .. ola. aol:<>nia aséguran un<t put-e·za bac:t:eri .. (flo

,gica: .. 
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7.25 Medio de Porter y coljbnrador~s {Porter~ Wtlhe~lm, 

y T re.sne. r, 1960) . 

61icefo1 ................... 2 O 9>· 

L-a rg in i o.a ........ ., • 2.. 5 g. 

NaC l • • • • • • • • . .., • • • • • • • 1 • O g ~ 

Ca.CO 
3 
••• -• ~ ............... O .1 g. 

FeS047Hzº····~···~·º·l g. 

Mas 041 7H2 > •.•.•.••. '"o .1 g. 

Ag.ua: desti 1 ada •.•• "1.0 1. 

T .. 2.6' Me.di o de Czap .. ek Dox/p.ol i.s·ul furo.. (Wa.i nwri ght 1978) 

Sacarosa •••• w •• ~30.Q g. 

•itrato dé sodio s.n g~ 

Fo:s.fat'o dipotás i e.o 1.,0 g. 

Sulfato de tnágne-si·o O. 5g •. 

p-H- f i n a 1 de. 6- • 8 

Cloruro de .potasio éL 5 g. 

Sulfato ferfioso ..... ~ O_. O 1 ~f. 

Ag·u.a de:·st i l' ada. .. • • 1. O 1 • 

Aprox:iméidamerrte de 25'-30 ml .• dé este medio derreti d .. o y 

esténil a ·una temperatura. de 60ºC. se v·ierten dentro de 

cajas de Pet.ri de lO cm .. que contienen de· l .a l .5 ml. 

de s.ol uc-ión o .. lN de· HCl. nespué:s de mezcJ: ar el med1 o ,... 

se deja soli;di:ficar.. Una. capa delgada. de lO rol .. de e·s..c 

te· medio suplementado con polisulfuro., se vi.erten enci-
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nta de. la primera cap.~. La· s·a.1u~~6n d'e p«Hi.s·1;1:l'furo· e'S _,... 

prep·arada mediante, la saturacd ó'n ,de una sol uci'·ón sa . .tu.ra.

da de Na.2s en a~ru.a con ai~.f.~e ele:mE!nt:aJ, seg.u,idii. de la: -

ester-il:i·z.a.ci'on. 2ml. de esta s·oiu.c:i.ón por l:itro de medto 

b as.a_.J, b9sta.n¡ pa)''c1 Ta prf;pi.l;r'a~tón. ciiga. me.<;ti e> el.§ la. c;apa dE! 

en·cima.. Se le añad:e :estt'ieptom·1 tina -(5 mg.11 i} par·a ayu- .... 

·dar ,<fl contro·l de lª .. contami na.c:.:iórf b.acteria_na .. 

Azufre 1é'n ·pol\to .......... lo.o g. 

5.,0 9· 

4. Qr g. 

Mgso:4.,7H2Q •. • .. • •• ,. ••..•• ~ ~ • O •. ~ g •. 

{NH4 ) ,
2
so4 ........... , ............ 0.4 g .. 

cac:1·~2 .. ~·., .... o .2s g. 

Feso4 ... "" º. ~ .. 0 .. 01 g .. 

Agua d.e·s.t1·1 ad<r'l. O 1. 

:KH2Po 4. • .••••.•.• ., .... , ....... 3 .• o:. g. 1N a2s.2o3 .• ,/5H 2J ........... s. o g. 

MgCl, 2 . ., ..... ·~ ...... ,~ ·"' ...... ~ ;i .... 10 •. l '9: •. Agua, de1sti l' ad·a .. ,, ·~· ..... l .. O l'. 

Ajuste el :PH a 4 .... 2. Es'teri 1 i e;e eon vapor <J'ura.nte--
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30 minutos. por tres dlas S'Uce:sivos. 

1. 29 Me dio de cal do n utrci ti. vo ,. 

Es tracto de carne ~ .•••• 3. O g. Agua des ti lada ... lOOOml. 

P e pt o na • • • . .. • .• .• •. • ., .. , .. • •. • 5 • .O g • 

s.us prender el extracto de carn,e y la p·epto11a .en .. 

el' a.gua y calentar para di:solVer a. 6.0ºC .. Enfriar:t aj·us-

ta.:r el .pH a 7.0 - 7 .. 2. esteriliz:ar a l2lºC durante 15 

m:i n.u:.tos ., 

7 .. 30 Me di: o de Cz.apek Dox Agar •. 

S.a,carosa ........... 30.0 g. 

Ni•trat.o de sodio 3 .•. 0· g. 

Fos fa t.o di pot·~s i co 1 •. 0 9'· 

Sulfato de magnesio 0.5. g~ 

Cloruro de: potas to O. 5 g .. 

Sulfa.t.o fe rr.t>so 0 .. 0.1 g. 

Agar ............ ~ 15.D g .. 

Agua destilada. . ... 1 ... 0 í •. 



7 •. 31 Medio C de: BUtlin y cól (194.9) de lactato. de SO•'"' 

dio extracto d.e 1e:vadura--stflfato .. Wakao (19.72). 

K H p O • • •- .. .. • -. ·- • .. .. •. '•· O ... 5 9· 
' 2 ' - 4 

Lactato de. sodio ··~··•., •.• 3.5. g 

N H4Cl ••••••.••.•• " ... 1,. O g extracto de leva dura .•.• l. O 9 

Na2so4 .............. , .: ... 1 ... 0 g Feso4 •. 7H2:0 .................. ·~-O. 2 g· 

cae l 2 • ZH2 o .. . º • ~· ....... o .. l g 

M ~rs o 4• tH2o ... ~ ....... 2 .. o ~. 

Estos componentes se disuelv~n en un litrb de---

aµga destilada y el pH del medio se ajusta a 7.2-7,4 con 

uná solución de :.N.aOH. Después de esteriliz.a:r el medio.-

en autoclav-e se suplementan por sepa~.ado. tos .agentes. re

ductores (0~01% de tioglfcolato de sodio y o.a1s de as-~ 

corbato de. so di: o} .• 



e o N e L u s l o N E s 

En la literatur:a rev·is.ada se encontraron ·medios d.e 

c·u.lti vo adecuados para el aislamiento y cuanti fícaci ón -

de los mitroo1;rganísmos deli a .. z.ufre,. Tos cuale.s han sido· -

utilizados por diversos investigadora$ con buenos resul

tados .. 

Los metodo.s para la determinación cua·ntitat:iv·a d~l 

nume·rQ vi:able de bacterias .que. reducen e1 sulfato ya han 

si do. discutidas por diversos autores y e.stan di v~ididos -

en do$. ·grupos: los ·métodos de. s·i.e·mbra en íne·dfos 1 íqui-

do·s y 1 PS· métodos de.· s fem.bra en p·l aca y c.uant·i.fic.acifrn de .. 
colonias espec1fi>cas que: oscurecen el medio de cultivo. 

En los me.todos de cu~nta pof" dilución el número de 

bacterias. que reducen e 1 sulfato se de·termin-a m.edi ante -

di lucion·es de se·,ries de di·ez en rne:d·fo.s l·íq.ui.dos o s:eini

só'li'das que :contenga.n lactato· o s,a.le.s in.or.gani.cas ~ a.pli

cando el método del número, má.s probable. En el caso de .... 

los. métodos de· cuenta de· co1lonias, s.e a.sa el medio se--

lectivo de agar nutritivo pa.ra obtener colonias negrQ.s -



disc:ret,¡:rs (t.e.spyés de l.a int;.yba.c·i.ón~ a p.art~r de las: eua

les se calculia. el rrOmeró viablé de orga.t1is:·o1os •. 

Un b.ue·n número de medios l fq:uidos y só1' idos han -'-· 

sid.o desarrolJa~os pa.ra: aislar y (=!.num1:rrar:- a 1hió'bac1.'l1us 

y ha.c.terfas aut.ótY'o··fa.s q:ue oxidan e·l azufre. Todos care

ce·n de un:a fuent.e de .carbono j p .. e.r-o con ti en en a .. zwfré ele

men·taJ o tiost.1:1: :fato y son u:sa.d.os e:n co.nS'Unc~ ón <;ion las--

t.écni.cas de d.i. Tucion ó del núme·ro· mas, pro{:>:a.ble •. Es fre ... .... 

cu~nti; e.l asumí f' ertone1a111ente q·ue todas las: ba.ct·eri'. as .... ... 

que s:e d.esarrol l a.n en 1.a :s upei·•fíci e. de'l mec:.ti o qutrn.i·oau-

tot.r~fj~o son Th':i'ób.a·t:i ltus ..• De c;ualqüie'I"' nra11er.a, estas.-

bacte.ri as generalmente: :se· presentan en .c.arttidades ·redo--
= ·-· " ' . 

ci'd:as ~11 To:s; :sue·los y usualméttte es; ne.ce:sario esparcir -

di1 1: uc:i.ones ba~hiS ·de sus.pen~i one.s de¡ .s1yelo .E!n: la s up.érfi..,. 

~;,,e del medí:'º par'·~ ·pode1r cuantificar. Exts.te 'Eürtonce$, -

!peli!gro de q·ue se acar,reen suficie.ntes nutr11entes en l:a 

·suspensión, del su e lo ;/' é~sto.s, pe.rmi ten eJ cree Hntento de 

bac.teri, a.s heterót.r.of'i,cas. Para evitar la posfbi'l i d'ad, de 

oon'ta:r co,1 onia:s n:eter.O:trofas, 'l:a.s colorti a.s .des tit-r,o1 la ... .

das se res.iembran :por dupl:icado en un .medi1 0 fresco y es 

pec:í"fiao par·a el crecimi ertt(l de mi croorgan.fs.mos autcyt·~a 
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fos~ eliminando de e~ta manara los matertales aportados 

por la susp·ensión inicia·] de1: suelo .. 

El medio. de azufre desct!ito por lleirirrga (12} es

uti.1 debido a que. O"QS da Una 'Íñdicacion Vi'SUal d«1recta

de la presencia de bacteri a.s que oxidan el azufr.e. 

Con el emple:o. de este. medio .gértera.lmente solo se

aislan bacterias qufmioautStrofas icido sensitivas que

util izan. el .azufre en .tanto que p.ara el a.islarniento de

bacterias que solo us.ah el tio.sulfato". o que són lentas 

pa.ra tití: 1 í zar el azui.re, rto es recomendable este método. 

fl medio .de Wéirin!;Ja tambié'n se emp:lea :para ai's--·-

lar a los microo·rganisn1os heterótrofos que oxidan e-1 a

zufre de acuerdo a la mo·dificación hecha por Wain:wl"'i.:ght. 
' 

(26} .. 

Las té:t:nicas p.ar.a la dete:rminacion de azufre total ... 

y compuestos del azufre (sulfato~ tetrationato y tiosu1 

fat.o) en el svelo· y los medios de c.ulti:vo, también: ·se -

revisaron y existen ticnieas adecuadas para llevar a ~~ 
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cabo tales medicione~~ 

Para la determ.inaotón de: 1 a .ac.tivi dad b1 oquítni ca .. 

de los mi cróorgani smos del c·ic1 o del aiufre, se en con tr.a 

ron medi'os de: tl{Jtivo ade.cuado.s y diversos métodos Uti li 

z.ados. para est..udiar al.gunos as·pectos. de la act't:vi.dad bio 

qüímica de estos mtc..roorg·anismós. Sin émbargo,. existen .... 

problemas teóricos i nteresa.ntes por resólVer, ta les toino 

el papel de los microorgani:smos hete.rotrofos en la oxida_ 

ofón del' a.zuf'·'r.e, y la ruta bioqufmica--in-volucrada .. 

Ha.Y también inte ré·s Y neces i d~ad de un mode1 o real 

del c1 el o global del' azufre, y .de invest.i .gar y determinar 

las formas y cantidades dé· a.zufre emitidas .a·1 medio arn-.-.· 

biente en los sistemas acuat.icos y ·terrestre, ya :que --"" 

existe dud.a en l:o concerniente a la cotrfiab11idad de la 

mayor1 a de datos publicado·s en lo. refere:n·te a 1 as formas. 

y cantidades de,1 az.ufre e.n el airé, debido. a que la •.ma-

yor!a de los. métodos pa)'t.a:. la d'eterminaci ún de los com---· 

pue.sto~ de azu·fre en. e 1 aire deben se·r considerados en .... 

un e$tádo de evol uciórt ya1 que la i'nf'orma.ci ón basada en -

la e·xa.ctitud" precision y confiabilidad de e.$tós. :mét,od.bs 

e$. muy li .. mitada:. 
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