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OBJETIVO

E1 trabajo aqui presente tiene como objetivo el de
proveer informacidn y material bibliogrdfico a todas --
aquellas personas interesadas en el estudio o en la in-

vestigacion de algunos aspectos del ciclo del azufre.

Cabe hacer T1a aclaracidn que lo gque se presenta en
este trabajo son solamente técnicas que pueden ayudar a7l
investigador en la realizacidn de proyectos cuya finali-
dad sea el estudio de Tos microorganismos.de1 éiclo del -
azufre, su interrelacién entre é1Tos, con el medio am---
biente y con el cuerpo natural tan complejo como 10 es -
gljbﬂeTo,‘PorméTTo el uso que se le de a eétas}téénicas
asi como la interpretacion de los resultados que se ob--

tengan, dependerd {inicamente del investigador en turno.



ET ciclo del azufre es un ciclo biogeaqu?micn\de -
gran importancia si tenemos en cuenta que es un nutrien

te esencial para las plantas y el reino animal,

ET.azu$ré es neeesarfo en la produccidn agriccia ya
‘que es esenc1a1 para c1ertas func1ones de eas p]antas -

tales camo.

1.- La s1nt351s de a]gunov am1ngac1dos como la cis
Ctina ¥ mei1on1na, y por ende para la eTaborac1on de pro

teTna.

-

2.~ La activacxon de c1ertas enzimas proteo]Ttlcas,

como las papa1nas,

3.~ La sintesis de giertas yitaminas, glutatién y -

la coenzima A.

4.- La formacidn de Jos ace1tes glucosidos queﬂse =

encuentran en Ja Leboila, el ajo y p}antas cruc1feras.



5.- La formacidon de enlaces disulfurc que han sido
asociados con las caracteristicas estructurales del pro-

toplasma.

6.~ En algunas especies Ta concentracidn de Tos gru
pos sulfhidrilo (=SH) en Jos tejidos de la planta estd -

relacionada con e1 incremento de la resistencia al frio.

Por otra parte es conveniente sefialar que ademis de
los aspectos antes sefialados, algunos de Tos prdductcs -
formados en las transformaciones del Ciﬁlo del azufre -=
tienen repercusidon en una gran variedad de fenomenos eco
“némicos entre Tos que'se pueden mencionar la cofrbsiﬁn -
de ]os>meta}es, la mamposteria y el hule, la formacion y
Tixiviacidn de minas, alteracion de aceites comestibles

y otros alimentos, ademis de causar problemas en el agua.

E1 azufre en &1 suelo estd sujétn:a muchos cambios
quimicos y la diversidad de reacciones es posible debido
a que el azufre dparece en varios estados de oxidacion.
(como sulfato, +63 sulfito, +4; tiosulfato, +2; azufre =

elemental; 0; bisulfuro, -1 y squurb, -2).
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“En muchas de las transformaciones del azufre estan invo-
jucrados diversos tipos de microorganismos, 10S qué~ac~e;
tlian bajo condiciones diferentes, dando consecuentemente
productos diferentes. La deteatidn; Ta cuantificacion ¥
el estudio de su actividad bioquimica en condiciones na-
~turales y artificiales presentan una serie de dificulta-

des, por ejemplo:

a) Es necesario emplear una serie de medios de cultivo

selectivos para cada unoc de los grupos metab6licos.

b) Un medio selectivo para un tipo particular de bacte--
rias no es necesariamente el que promueve el desarrollo

optimo de estos microorganismos.

c} Los medios artificiales permiten detectar a un grupo
microbiano en un sustrato pero de ninguna manera la acti
vidad real que desarrollan sobre €1 sustrato bajo condi-

ciones naturales.

Por lo que el propdésito de este trabajo es la reco-

pilacion de métodos y medios de cultivo empleados para -



detectar, cuantificars cultivar Yy estudiar la actividad
bioquimica de algunes microorganismos del ciclo del azu



I1,- GENERALIDADES

Las transformaciones microbianas del azufre puesden

ser agrupadas en cuatro categorias:

1.~ Bsimilaci@n del azufre.

2,7 Descomposicidn de los compuestos organicos del
azufre. | |

3.- Oxidacidn del azufre y compuestes indrganicos
del azufre. | '7

4,-’Reducciﬁn,de1 azufre y de compuestos indrgani--

cos no completamente oxidados de azufre.

PLANTA

ZH+




SUELO}

2H+

asrobio

L

2H*

HyS — 4/ o |

2 anaerobio

Ciclo del azufre.- Mostrando Ta formacién o consumo de -

dcido por los varios procesos enh la planta y el suelo.

ASIMILACION DEL AZUFRE.- Es efectuada por todos Jos orga
nismos, muchos microorganismos 1o toman como sulfatos, -
otros requiéren de productos preformados que 1o conten=--

gan como aminodcido o vitaminas.

E1 mecanismo de conyersion de sulfatos a aminodci-~-
dos es conocido con Hockenhull en estudios realizados --

con Aspepdilius nidulans, quien postuld Jos siguientes -

cambios:



'_ Sulfato
Sulfoxilato

Tiosulfato .

Serina tiosulfato
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Esquema de reduccidn del sulfato en la asimilacifn por -

fﬁspgfgillus,midhi@ﬁs;

-GQm0 quiera RﬁﬁertsﬁqAbéISDn y?otrﬁg‘estAhiécie?qn
'»QHeiias;célufis contienen 1.12% de azufreieﬂlhaée_seca‘q
oy qué;ei-gszlﬂg:éste se'encuéntra en 1a cistina, c¢istef-
na y metiomina. |
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exponer en la tabla 1:

ﬁistefﬂa : ‘>HDGQ;?H.ERZ_SH‘_~ Sulfuro

NH,
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NH, | NH
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DESCOMPOSICION DE CONPUESTOS ORGANICOS AZUFRADOS.- Los -
 @F0dﬁﬁfos formados en el rompimiento de los tampuesﬁos,ﬁ
';gfggnic°s aZﬁf?3d°$kﬁﬁ?faﬁ eh ?é1&cf5n con el tipo de E*
compuesto ¥y mieroorganisme ss’ como de Tas condiciomes ~

ambientales.

Varios investigadores reportan que Achromobacter --

Cystinovorum produce azufre elemental como dnico produc-

to azufrado en la descompesicidn aerdbica de la cistina

en tanto que diversos hongos bajo las mismas condiciones

producen sulfatos.



. ',lZ;r el o=

Aspergillus niger produce sulfato en la transforma-

cidon aerdobica de cisteina, taurina y metionina; y en la

descomposicidn de la tana por Microsporum gypseum se” ha

reyartadb Ta produccidn de cistina, la que es transforma
da a sulfato de la manera siguidnte:
Cistefna -- Cistina -- sulfenato -- Sulfinato -- Sul--

Fitﬂ o SHTfatO’

Bajo condiciones anmaerdbicas se ha observado la for

macidn de mercaptanos de Ya descomposicidon de metionina

por Eiqstriﬂium:?@ﬁanqmorphum,‘Scogu}ariopsis7brevf¢ag~~

~ii5’ E{grosporum;gypsgum,yTQ§QEtgi?Tus_nig¢r;

Se ha demostrado que varias especies de Saccharomy-

cés C?evaduras del vino) pueden producir sulfato o sulfi
to en cultivos gque contienen cisteina, metionina o sulfa

to. OXIDACION DE COMPUESTCS INORGANICOS SULFUROSOS.

E1 grupo mis numeroso de microorganismos que utili-
zan el azufre in&rgan{co es el de las bacterias,; aunque
sé ha encontrado que algunos hongos y aﬁtinomicétos pue=-
den también oxidar formas redhcidas del azufre in vitro.

Se sabe oue Penicillium decumbens es capaz de oxidar e}
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azufre elemental a tigsulfate en un medio con sacarosa —

como fuente de carbono.

Wainwright (1978) aislo hongos qug oxidan e] gzufre
a partir de hojas y desechos contaminados tales comos

Alternaria tenuis,;Auranha§iqiqm,pu1]ula¢s;?ﬁaphaTaﬁpéj-

riumisp.y Epicoccum nigrum; y de los suelos a?sTﬁfespenq-_

cies de Penicillium.

Las bacﬁerias'dei'azufﬁe son un grupé heterogéneo -

| de microbios lOSrcuaTéS~ﬁienen en aamﬁn'ei'ﬁeéﬁn de que
los cumpuestds.de»azufre inﬁrgaﬁ%govt$enen gran importan |
cia en su metab@i%smnf’P@ra propésitos prdcticos, las ;~ 
bacterias oxidativas &éi azufre se agrupancanvenﬁente‘~
" mente dentro de tres subgrupos: I

a) Las bacterias del azufre quinicautotroficas y fotdsin

téticas tales como Thiobacillus y Chromatium,

b) Las bacterias de azufre incoloras tales como Begghatoa.

(D

c) Las bacterias heterdtrofas que oxidan e} azufre como

Arthrobadter,spﬁ,‘Ba;i11us_spj, Flayobagterium sp. y

Pseudomonas sp,
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REDUCCION DEL SULFATO Y OTROS COMPUESTOS INORGANICDS ——
SULFUROSOS | |

Las bacterias que-reducen el sulfato se encuentran

ampliamente;distfiﬁhidas‘anrél medio ambiente y tienen -

1da gargcterisfiﬁaWﬁartieuiar*de que alvreducirwetﬁsuifa;.

tOVa suifurb\de hi&rﬁgeﬁo; &ste réacciona con el hieﬁ?@V
ylo e] manganeso formando prec1p1tados negros, coma kb

jveJemp1o se t1ene a Desulfov1br1o Y Desu]fotamaculum.




. II1.- CARACTERTSTICAS Y POSICION TAXONOMICA DE LAS ----
BACTERIAS SULFURQSAS.

Las bacterias 1lamadas sulfurosas o del azufre cons
tituyen un grupo muy heterogéneo y comprende a los si---

guientes subgrupos:

el género Thicbacillus. Los miembros de este género son

"gkim“HEQathOSQ-ﬂ°‘€§PQruTadqsi de fOrmavbaciya#,.mfden‘.
de 0.5 por I-3 micras. Oxidan el azufre y/o el tiosulfa-
to a dcido sulfirico y utilizan Ta energia de este proce
so para su creciniento autétrofo obligade o facultativo.

A excepcign de Thiobacillus novellus son polarmente fla-

gelados e incapaces de utilizar cualquier compuesto ordd

nico. Dentro del género Thiobacillus se encuentran las -

siguientes especies:

T. thiooxidans, que al igual que T. concretiyorus es ---

aerobioe, acidofilico, autdtrofo que oxida &1 azufre y/o

el tiosulfato y que no metaboliza compuestos indrganicos

de hierro, tiocianato o nitratos. T. thiooxidans crece -

mejor a un pH inferior a 5; aparte de su habitat feido~-



esta‘bactEria'es’pfimariamente distinguida por su habiTi
dad para oxidar el azufre elemental a una velocidad com-
‘parable a Ta de Ta oxidacidn de tiosulfato, en contraste

conﬂT;,th§opagq$ y‘Ti,ﬂgnitrjfiqans las cuales oxidan el

azufre mis Tentamente.

_Tﬁ_thiaparus, es una bacteria estrictamente aerobia aue

crece ripidamentEaenlmediosvmineTaTes que contengan tio-
sulfato y con frecuencia deposita grandes Cantfdades de=
azufre molecular. Estos | depdsi tos de azufre en cultivos
con-égar‘le dan a las colgnias nh CO]UF’BTanCO-TQChOSO -
a amariiiu‘canarfo; Las eSpécies»aisIadas.dei mér'sohfgg
neraimente mis méviles y crecen m&s.ripfdamenté:que Tas

aisladas en agua dulce.

T. denitrificans, semejante a J. thioparuss; y difiere de
esta Ttima Unicamente en su habilidad para usar 1 pni--
trato como aceptor terminal de electrones en la respira-

cign bajo condiciones anaerobias, T. denitrificans puede

también crecer con aereacidn en la ausencia de nitrato -
pero rapidamente pierde su habilidad desnitrificante en

subcultivos aerobics; de ahT que esta bacteria cultivada
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‘aersbicamente se hace indistinguible de T. thioparus. T.

ferroxidans y Ferrobacillus ferrooxidans, autStrofos aci

dofilicos 1os cuales metabolizan el azufre, tiosulfato e
iones de hierrz, pero no tiocianatos y nitratos. T.ferro

oxidans es morfoldogicamente idéntico a T. thiooxidans y

Tﬁthipﬁaius y es favoreécidoy poriel mismo yalor de pH --

que T. thiooxidans, puede diferenciarse de este d@ltimo -
por su inhaBiliddd para oxidar el azufre elemental rdpi-

damente. T. ferrooxidans difiere de todos los otros Thio

bacillus conocidos, en su habilidad de usar iones Fe++ -

en Tugar de tiosulfato como donadores de electrones. Sub

cultivos repetidos de T. ferrooxidans en un medic que --
contenga hierro dan como resuitado una pérdida en su ha-
‘bilidad para oxidar el tiosulfato, no obstante las célu-

las que crecen con tiosulfato son todavia capaces de oxi

dar sales de hierro. E1 autdétrofo obligado F, ferrooxi--

‘dans es morfoldgicamente indistinguible de T. thiooxi--

dans, su pH Optimo de crecimiento es también alrededor -

de 3.5, pero el idon fierro es su Gnico sustrato oxidable.

T. thiocyandxidans, el cual hidroliza el tiocianato a -

cianato y sulfure, seguida de una oxidacion de sulfuro -



a sulfato, el cianato es hidrolizado a amonio y didxido
de carbono y parte de &ste Ultimo es asimilade durante -
el crecimiento. Las células que crecen en tiosulfato oxi
dan el tiocianato lentamente, mientras que Tlas células -
que crecen en tiocianato rdpidamente consumen el tiosui~
fato.

2.- La familia Thiorhodaceae con los géneros siguientes:

a) Chromatium, con las siguientes especies:

Chromatium okenii, microorganismo gram negativo, mdvil -

no esporulado, con gldbulos de azufre desparramados en =,

su citoplasma roio-niiroura.

Fisiologia: anaerobio estricto. Fotdtrofo obligado en ~
presencia de SH,; pH Gptimo de 6.5 a 7.6; temperatura --

optima de 25-30°C.

wdd

Cultivo: Fuente de nitrdgeno: sales de amonfaco. Dona--
dor de electrones en la fotosintesis: sulfuro; en pre--
sencia de sulfuro y de bicarbonato, el acetato y el piry

vato son fotoasimilables.



Chromatium warmingii, gram negative, moyil, no esparula-

do con glébulos de azufre intraciteplasmicos y con un co

lor gris rosa a violetd plrpura.

;Fisialégwa: Anaergbio estricto. Foiﬁtrofn‘abligadqgjpﬂr

ﬁwtfmﬁfﬁgﬁ‘a 7.63 @eﬁpEp&tﬂva-&pﬁima de 25 a 30°%c:
Cultivo: .El,acétato;y‘ei_p%ruyatﬁ son fotaasimilables =~
&n presencia de sh1$uva»y,bigarquatag Fuente de nitrdge

no: sales de amontfaco y urea.

Chromatium buderi, mdyil, con glébules de azufre intraci

toplésmicos y con un pigmento gris amarillento a yioleta

plirpura.

Fisiologia: Anaercbio estricte, fotdtrofq obligado. pH

éptimo de 6,5 a 7.63 temperatupa Gptime ce 25 a 30°C, Ha

i6filo obTigado ﬁl-ak3% P/¥)}: requiere de yitamina Bise

Cultiyo: Donador de electronesy sulfuro, E1 acetato y
el piruvato son fotoasmilables en presencia de azufre y

bicarbonato. Fuente de nitrbgeno: salés de amonfaco.
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T _ .

- Chromatium minus, gram negative, mbvil, no esporulado, -

con gldbulos de azufre intracitopldsmices y con un pig--

mento rosa a rojo pirpura.

Fisiologia: Anaerobio estricto. Fotdtrofo obligado. pH
Gptimo de 6.5 a 7.6; temperatura Gptima de 25 a 30°C. Ca

talasa +, hidrogenasa +,

Cultivo: Donador de electrones: sulfuro, azufre y tio-
sulfato. E1 acetato, el piruvato y la glucosa son foto--
asimilables en presencia de sulfuro y bicarbonato. Fuen- -

te de N; sales de amonio.

Chromatium vinosum, gram negatiyvo, méyvil, no esporulado

-y con un pigmento café naranja a café rojizo.

6.5 a 7.6; temperatura Optima de 25 a 30°C.

Cultivo: Donadores de electrones; sulfuro, tiosulfato,
azufre, sulfito y H,. Acetato piruvato y dcidos tricar-

boxTlicos fotoasimilables. Algunos utilizan glucosa, ---
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fructuosa. Fuente de N: sales de amonio, urea y nitra--

tos.

Thiocystis gematiﬂﬁﬁa, células esféricas con glébulos de

azufre periféricos y un pigmento rojo plrpura.

Fisiologia: Anaerobio estricto, fotdétrofo obligado. pH
optimo de 6.5 a 7.6; temperatura dptima de 25 a 30°C. Hg
16filo {exige 1% de NaC1). |

Cultivo: Donadores de,electronés: sulfuro y azufre. E1
acetato y el piruvato son fotoasimilables. Fuente de ni-

trogeno: sales de amonio.

c¢) Thiosarcina con las siguientes especies:

Thiosarcina rosea (especie finica), células redondas, --=
gram negativas, no esporuladas, con un pigmento rosa y -

globulos de azufre.

Fisiologia: Anaerobio. Fotdtrofo obligado en presencia

de HZS.

-

Cultivo: Donadores de electrones fotosintéticos: sul--
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furo y azufre; fuente de N: sales de amonio.

d) Thiospirillum con las siguientes especies:

Thiospiritlum anguinéum, céluTas espipiles, méyiles, no
esporuladas, gram negativas, con grdnulos de azufre y -~

con un pigmento rojo pilrpura.

FisioTogia: Anaeraebio. Fotdtrofe obligado en presencia

de HéS, Donador de electrones Hz,

Cultivo: En un medio mineral daonde el NH, es 1a fuente

de Ny el HZS es necesariog.

Thiospirillum jenense, células cilindiicas espirales, -=
- gram negativas, no esporuladas con un pigmento café na--

ranja.
Fisiologfa: Anaerobio. Fotdtrofo obligado en presencia
de H,S. Requiere la yitamina B;,. pH @ptimo de 7 3 7.5;

temperatura optima de 20 a 25°C.

Cultiyo: Donadores de electrones: sulfuro y azufre. =--
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El acetato es fotoasimﬁlabTe.gn presencia de sulfuro y -~

bicarbonato.

x

e) Thiocapsa con las siguientes especies:

Thiocapsa pfennigii, c&lulas esféricas u oveides inmivi-
tes, no esporuladas, gram negativas, con grdnulos de azu
fre ‘intracitoplismicos y con un pigmento café-naranja en

cultivo 19quido.

Fisi6logia:z Anaerobio estricto, fotdtrofo leﬁgado.‘pﬁ

dptimo de 6.5 a 7.5; temperatura dptima de 25°C,

Cultivo: Donadores de e]éctvqnes'fqtosintétﬁqos; el a-
zufre y el sulfuro. En presencia de»ﬁquﬁya y de bicarbg v
nato el acetato y el propionato san fotoasimilables,

Fuente de N: sales de amonio.

) Lamprocystis con las siguientes especiess

Lamprocystis roseopersicina, células redondas, no espo-

ruladas, con granulos de azufre tfntracitapldsmicos.

»

Fisiologia: Anaerobio estricto. Fotdtrofo obligado, =--



pH dptimo de 6.5 a 7.6 temperatura dptima de 20 @ 25°C,
 EuTtivo: Bonad@res de eTectwones: HZ’ sulfuwo y azufne,
En presercaa de su]furo y de bxcarbonato e] acegatq y e]
- piruvato son fotuasmm11ablesf Fuente de Nr sales de amg

nio.

q} Th1odyct10n ccn 1as sigu1entes especfes*

_Th1odyction e]egans, bastenes TnmévTIes, no«esporulqdqs,

gram negativos, con g16bu1os de aZLfre intracelulares y

un p1gmenta gris a vro]eta ‘plrpura.

Fisiologia: Anaerob1o estricto, fokdtrofo obltgadox pH

de 6 5 a 7 5 temperatura de 20 C
" Cultiyo: Donadeores de electrones: sulfuro y azufre, En
presencia de sulfurc y bicarbonato, el acetato y el piry

vato son fotoasimilables. Fuente de N: sales de amaenio,

Thiodyction baciilosum, bastones inmiyiles, ne esporula-

des, gram negatiyos, con gléhulos de azufre fntracelula-

res y un pigmente gris a violeta pﬂrﬁhra;
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Fisiologia: Anaerobio estricto. fﬂﬁﬁf?ﬂf@vﬂ&??@ﬁﬂﬂ; pH

de E;STaFEQS; temperatura de 20 a 25°C.
Cultivo: Donadores de electromes: sulfuro y azufre. En
presencia de sulfuro y bicarbonato el acetato y el piru-

@a%n'sgn fotoasimilables. Fuente de N: sales de amonic.

h} Thiopedia con las siguientes especies:

Thiopedia rosea, c&lulas esféricas u ovoides Fnméviles.-
no esporuladas, gram negativas, con glébules de azufre -

intracelulares y un pigmento rosa a plrpura.

Fisiologia: -Aﬁaerdbfd‘estrﬁttgg’fﬁtﬁtrqfo'phiigadoi:gﬁ

'de'?;z a 9; iempeﬁatura;ﬂe?ZQ,a 25°C.
Cultivo: Domadores de electrones; sulfuro y azufre. La
cantidad de HQS»%olev&bie‘és-muy débi1i Fuenite de Ni 58

Tes de amonio.

i) Amoebnbacter con Ja s1gu1ente ESPEC1E

Amaebnbacter pandans, céTulas redondas u nvoidas inmovza

les, no esporuladas, gram negativas, con QQGhU1ﬂEvdé,a@“



zufre, tiosulfato y sulfito. En presencia de sulfupo y
bicarbonato el piruvato y la 9 1 UCGS a s on fotoasimila==

bles. Fuente de N: sales de amonio.

j) Ectothiorhodospira con Tas siguientes especies:

AEctﬁthiorhndﬁspira-maﬁjlﬁs, bastones gram negativas, ne

epsorulados, con un pigmento amarillo-naranja,

Fisiologia: Anaerobio estricto, fotdtrofo oblfgado. pH
de 7.5.a 8; temperatura de 25 a 30°C, requiere NaCl y 'vi
Cultivo: DQna&Qrés de electrones: sulfuro, azufve,’tig

tuosa. Fuente de N: sales de amonio.

Ectothiorhodospivra halophila, bastones no espeorulados, -

graim negatiyos con un pigmento rosa & rojizo,

Fisiologia: Anaerobio estricto. Fotétrofq obligada, pH
de 14 a 22% de NaCT. -

Cultiyo: Donadores de electranes; sulfuro, azufre, tio-
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sulfato, acetato y succinato. Fuente de N: sales de ===

amonio.

tes:

a) Chlorobium, con las especies siguientes:

Chlorobium limicola, bastones inméviles, gram negatives,

un ptgmento color verde.

Fisologia: Anaerobio estricto, fotdtrofo obligado. Re--

quiere vitamina B ,. pH de 6 a 7; temperatura 25 a 30°C.

Cultivo: Donadores de E‘eétrbﬁeﬁi sulfuro y azufre. En
presencia de suTfiro y bicarbonato el §CEtato_y el pro--
pionato son fotoasimilables. Algunos utilizan el piruva-
to, fructuosa, glutamato y peptona. Fuente de N: sales

dé amonio.

Chlorobium yibrioforme, células en forma de vibrio, no -

esporuladas, gram negativas y con un pigmento verde.

Fisiologia: Anaerobio estricto, Fotdtrofo obligado. ---
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ratura de 25 a 30°C. | | |

Guitfvni_DoaédOrés de‘é1ectFones; sulfuro y azufre, En -
presencia de sulfuro y de bicarbonato, el acetato y el --
propionato son futuasfmiiabiési Fuente de N: sales de -~

amonio.

Chjoropiumephechactéroides;vbastones inmdyiles, gram nega

tivos, no esporulados con un pigmento amarillento a roji-

Zo o café,

Fisiologia: AnaerobTO‘estrictag fotﬁtpnfp{ob]fgaﬂof Re~~

R
ey

quiere de vitamina B, y de 1% de NaCl. pH de 6 a 7.5; -=

temperatura de 25 a 30°C.

Cultivo: Donadores de electornes: sulfuro y azufre, En -
presencia de sulfuro y bicarbonato el acetato y la fruc--

tuosa son fotoasimilables, Fuente de N; saltes de amonio,

b) Prosthecochloris con las especies siguientes:
Prosthecochloris aestuarii, células redondas u ovoides, =

gram negativas, no esporuladas, inméviles, con glébulos -
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de azufre jntracelulares y con un»pﬁgmentﬁ\verde;

Fisiologia: Anaerobio estricto; fototrofo ob1tgado. Requie
re de vitamina B;,. pH de 6,7 3 7; temperatura de 25 a --
30°C. Requiere de 2 a 5% de NaCl,

Cultivo: Donadores de electrqgnes: azufre y sulfure, En ~--
presencia de sulfuro y de CG,, el acetate es fotoasimila-

ble. Fuente de N; sales de amonio,

c) ch&oropseudomonas con'}a‘especievsfguiente;

fChIoropseudomonas eth311ca, bastones no esporu]ado s gram

negat1vcs y con un pigmento yerde.

Ffsiaiogia; Anaerdbio y Fotbtrofo obligado, pH de 7 a 7.2
temperatura de 25 a 30°C. Requiere una alta concentracidn

de sal {NaCl nMgcTZ\en el habitat).

Cultivo: Donadores de electrones: sulfuro, azufre y com--
puestos orgdnicos de carbono. En presepncia de bicarbona-
to y de trazas de HZS; el etanol, la glucosa, la maltosa-
y €1 piruvato son fotoasimilables. Algunos utilizan tio-

sufato, glucosidos, acetato, formato, glicerol, lactato,-
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manitol y propanol.

d) Pelodyction, con las sigefentes especies:

Pelodyction clathratiforme, bastones inméviles; no esporu

lados, gram negativos y con un pigmento verde.

Fisiologfa: Anaerobio estricto; fotdtrofo obligado. pH de

6.5 a 7; temperatura de 20 a 25°C.

Cultivos: Donadores de electrones: sulfuro y azufre, En =
presencia de sulfuro y bicarbonato e] acetato es fotoasi-

milable. Fuente de N; sales de aménio.

VPeIQdyctiqn leteolum, células ovoides, no esporuladas, --

gram negativas, inmdéyiles y con un pigmento yerde,

Fisiologia: Anaerobio estricto:. Fotosintético. Donadores-
de eTectrones sulfurc y azufre. En presencia de sulfuro-
y de bicarbonato el acetato y el propionato son fotoasimi

tables. Fuente de N: sales de amonio.

4.~ La_familia Vibrionaceae, en la cual se encuentra el

género Desulfovibrio, con las siguientes especies:



VDesu1f0v1br1o desu1fur1cans, movils gramjnégatfvﬂq‘:

Fisiologia: AnaerobﬁOyestrictﬂ§'tempgraturaﬁde'ﬁﬁfﬁ 55°C.
Resiste 10 minutos a 70°C. Cultiyos de gran longeyidad. -
Hidrogenasa+. | | |

- E

Cultivo: Reqw1ere de un med1g especia 1 {mineral + Su]$&ﬁﬂ}‘

Nutricidn Qﬂimﬁoautﬁirgfﬁy Emplea un gran nimero de com .
puestos @rgénicﬂs comc fuente de hidrdgeno del tipo de --
1os alcoholes secundarigs y*tércfa?f@s y Tos dcidos aci-=

clieos de cadena recta.

Desu]fov1brw0 rubentsch ‘k
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‘Fisiologia: Semejante a D. Desuylfuricans, salvo el modo -

de nutricidn.

Nutricidn: La diferencia con D, desulfuricans es que el =

D. rubentschicki  puede uytilizar como fuente de hidr@ge-

no a Jos alcoholes secundarios y terciarios, Jes gldcidos

y l1os acidos aciciicos de cadena recta.
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Desulfoyibrio vulgarfs.

Fisiologia: Anaerobio estrictd, reduce 10s sulfatos a sul

Tu ros.

Cultivo: Con el mismo medfo que para D. desylfuricans, No

utiiiza piryyato, malato nt colina,

\Utilﬁga lactato, formatq, metano], etanol, praepanol y bu-

Desulfovibpio gigas, bastenes gram negatiyes.

Fisiologia: Anaergbio estricito; temperatura de 3Q a 35°C,

Cultive: Requiere medio especial que contenga Iacfata * =

sulfato.
Caracteres bjoquimicos; Utiliza Jos piruyates en Jugar de

sulfatos en sulfuros.

Desulfoyibric africanus, bastones gram negatiyos, No es

porulades.
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Fisiologfa: Anaerobiq estricta; temperatura da 28 g 4Q°Cy

Halotolerante,.

Fuentes de carbono: Lactato, malato, piruvata y etanol e

«Préseﬁcia de 504

b

Bioquimica: En Ta fergentacién del lactato, prodyce dcido

~acético. Les sulfates sqn reducidgs en presencta. de Tac-

tatos , | mal atgs y piryyatos,

5.- La familia Beggiatoaceae, en Ta cyal se encyentra ei-

género Beggiatoa,

E1 género Beggfatoa, estd amp]iamepte distrifyide en e} =

nos o con fuentes de sulfuro, Los filamentos e tricemas~

- de Begglatoa, estan compuestos de series |fneales de c&ly

Jas redondas individuales. Las células contienen gridni--

res discretos, El n¥trato inorgdnicé ast come las sales~

de amonio y las sustancias nitrogenadas organicas pueden-

satisfacer los requerimientos de nitrégeno de Beggiatoa,




L.
=
|

Las especies crecen mejor a un pH de 7.2 a 8,2 y.a 28°C,=-

No pueden crecer bajo condicionmes anaerobias.

6.~ Bacteria heterdtrofas de laos géneros Arthrobacter, -

Bacillus, Eigyoba¢terium.y:ésquqmddas,

7.~ La familia Sporoyibrionaceae, en la cual se encuen---

tran las especies siguientes de género Sporoyibrio:

Sporoyibrio orientis.

Sindnimo: Desulfotomaculum orientis.

Morfologia: C&lulas mdyijes gram negatiyas.

Fisiolegia: Anaerobio estricte, Redyce Tos sulfates a -~

sulfitos; temveraﬁgna de 3Q a 37°C.

Cultivo: Conm un medic que contenga lactato o piruyato, ~-

sulfato y tioglicolato.

Bioquimica: Reduce Tos sulfatos a sulfurgs.



Sporoyibrio ruminis.

Sindnimo: Desulfotomaculum ruminis,

Morfologia: C&lulas gram negativas con esporas redondas,=

pequefias centrales o subterminales.
Fisiologia: Anaerobio estricto; temperatura de 37°C,

Cultivo: En un medio que contenga iactatn,_pi?uyato, for-

mato o sulfato.

Bioguimica: Reduce los sulfatos y sulfitos en sulfuros,

Sporovibrio ferroxydans.

Sindnimo: Desulfotomaculum nigrificans.

Morfologia: Cé&lulas gram negatiyas, méyiles, esporuladas

(esporas pequefias y raras).

Fisiologia: Anaerobio estricto. Termcrresistente débil: -

resiste 20 minutoa a 75°C.
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CuTtive; En un medio que centenga: gelasa. nitrate ¥ una-

sal ferrasa,

EiﬂQm&mica:_Rgduga Tos nitrates 4 nf@pﬁtgg‘ylggfq% 18 sal

ferrosa,



4.  AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE :
4.1 BACTERIAS QUIMIOAUTOTROFICAS.

Este grupo ha sido estudiado por numeroso investiga
dores los que hgn %ecemendado*diferentes medios de culti
vo y la apiicaciaﬁ de Tos mismos estd relacionada con -
la especie que se trata de aislar como por las caracte--

risticas del sustrato.

4.1mllwaksman (lQZZ)LempIeﬁ nueye medios de cultiyo para
aislar diferentes especiels deThiobacilTus de suelos acid as
y alcalinos, estos corresponden a'Ios descritos por ——
Beijerinck (1); una m@d?fﬁcaﬁfﬁﬂ'ﬁé'esie”miSmQ medio que
consiste en agregar CaCO, al 1%- b.bien‘ﬂ,z g. de Caﬁiz~
por litro (2); el medio s6l1ido descrito por el mismo --

Waksman (7) con dos medificaciones ( 8 y 9).

Los primeros seis medios son empleados para aislar-

Thiobacillus de condiciones alcalinas, los medios 7, 8
y 9 para aislamientos de condiciones #cidass reportando-
de estos Gltimos, como mejores, a los medios 8 y 9 consi

derando que estos resultados se deben a que la reaccidn-
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inicial de ellos es mis favorable para el desarrcllo de =

Thiobacillus ¥ que Ta cantidad agragada dQZKHZPBQ que ag

tlia como amortiguados impide que el medio se aefﬁifique a

un gradg que interffera con el desarrollo de la bacteria.

para aislar y cuantificar Thigbacillus en suelos alcali-

noes para 10‘queufnocuTﬁ:un_gvamqide Iawmuéstra de SQETQ -
en cien mililitros de medfqyﬁllg a un pH de 10 cqnienien—
do azu} &e bromotimol cbmd TndfCQdQFre incubandd con agi
‘tacion rotatoria a 30°C. dyrante diez dfas, De Tos ma--
‘traces en los que se registrd yna redyccign en el pH del-
medio se procedid a resembrar, Este autar fecamfénda -
- con fines de cuantificacign emplear cajas de Petri con el
medio de t%bsulfatb\de Be%iériﬁpk ¢theﬁiéndq i@éfﬁadéf:%v

azul de bromotimol (1).

4.1.3 Fliermans (1972) en sus inyestigaciones sobre bacte
rias que oxidan el azufre procedente de suelos fcidos uti
liza el medio bdsico de sales de Allen (11), ajustada a =
un pH de 3. A este medio se agrega azufre elementa] a --
una concentracidn de 0.1%, y 8ste se estepriliza pur sepa-

rado con yapor durante 3 dias consecutivos, Los cultivos
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se preparan con matraces con tapa de rosca de 56 ml.rcpn
" 15m1, de media o en tubos de cultivo con tapa de rosca -
con 15 ml. de medio. Despues de Ta inoculacidn, se hace
pasar gna corriente de.Cn2 al 100%, dentﬁa-de] espacfn =
de gas por 10 segundos, y las tapas de rosca se cjerran-
rdpidamente.. E1 enrriguecimiento de o, favorece el de-
sarroi]p y cuando éste na'se'realiza‘se obserya un creci
miento pobre Q‘insfgﬂfficanté. Tedas Iag’%ncﬁﬁacionés -
se llevan a cabo en bafios de agua a tempé#atura constan-

,te} Los cultivos de T. thiooxidans se mantienen a 30, -

45 y 55°C. Los cultives de'SUIfG}qbds“wagi§6éa}¢¢fius a-

55, 65 vy 70°C.

Para determinar el nimero de quﬁﬁiaantﬁtrofos OXi=-=
dantes del azufre en las muestras de sueio, se emplea Ia
técnica del nimero mds probable para lo que se hace un -
enriquecimiénto selectiyo en el medio de Allen (11) a -
un pH de 3, mejorade con azufre elemental estéril. Se-
preparan 20 series de diluciones con 5§ repeticiones para
cada diIuciéh de suelo. Los tubos se incuban en la obs-
curidad durante 14 dias a Ta temperatura del suelo. E1 -
nimero mas probable de los organismos por gramo de suelo

se determina usande las tablas de Cochran.



I

4.1.4 Wainwright (1979), aisl6 ycuantificéﬁicrocrganié-
mos que oxidan el azufre de plantas y suelos expuestos a

contaminacign atmos¥éricé y‘emple& el medio descrito por-
Weiringa (12) que consiste en un medio basal carente de -
fuente de carbono, el que es cubierto con una Capa'bianca
opaca de azufe, la aparié¢ion de zonas claras en la capa-

de azufre indica la presencia de bacterias quimiocautdtro-

%

fas oxtdantes del azufre. Para cuantificar este tipo de-

microorganismos en plantas y en el suelo, la cuenta en --

placa se 1leva a cabo de la sigyiente manera:

a) En plantas. Se lavan las hojas con agua destilada y -
del extracto se toma 0.1 ml, y se siemhran'gn el medio an

terior.

b) En suelos. Se prepara una suépensfén 1:10 de suelo en

sglucidn Ringer al 25% y se agita durante 15 minutos a 100
Rev/min. De esta suspensin se siembran 0.1 mi. en el me
dio antes mencionado. En ambos tasos la incubacion es a

25° C.

§4.31.5 Postgate (1966) efectud wuna reyisién de los me--

dios de cultivo empleados para el estudio de bacterias --
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sulfurosas y los agrupa como medios selectivos para las -

diferentes especies de Thiobacillus., medios de enriqueci

miento y sefiala aquellos que son empleados con fines de -

cuantificaciﬁnzi Todos los Thiobacillus excepto algunos
miembros de grupo novellus usan el azufre, de ahf: que el
medio m3s usadce para diagnosticar el género es el medio -
$(13). Descrito por Starkey (1925) y recomendado por --
Vishrijac y Santer (1957). E1 medio de azufre se esterili
za mejor con vapor 30 minutos durante 3 dias sugesivas, -
1debido a que este procedimiento mantiene el material en-
la superficie acelerando el crecimierto. ‘El-caltiVO‘aerﬁ;
bico en matraces &conicos es satfsfagforiOfy'el crecimien
to se observa per la turbidez e fncremento en Ta acidez;
con especies moviles, pueden yerse con el microscopio ba-
cilos apifiados a Tos —grdnulos de azufre en forﬁarde ro=-

setas caracteristicas:. Un valor inicial del pH de apro-

ximadamente 5 es selectivo para el grupo thiooxidans, el
cual puede bajar el pH a yalores inferiores a 1, después-

de dos o tres semanas; un valor finicial del pH de 7.5 es

selectivo para el grupo thioparus, el cual generalmente -
lo disminuye a cerca de 5 pero puede alcanzar valores has
ta de 3. Los medios de tiosulfato muestran cambios de pH

similares aunfue de un caracter menos dramdtico; son Qi
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les porque pueden hacerse solidificar con agar y usarse -
en el ajslamiento de c¢olontdas, E1 iedie R (14) es selec

tivo para T. denitrificans, los cultivos deben ponerse en

condiciones anaerobicas a 30° C.

E1 desprendimiento de gas (NZ) se considera como un Trndi-
ce de crecimiento. Ciertos componentes del medie¢ se de--

ben esterilizar por separado.

Dos puntgs‘genarales deben ser enfatizados:

1) La necesidad de que existan tones amonio y nitra-
tos porque el organismo no puyede asimilap el nitrdgeno de
la reaccibn de desnitrificacidm. | D

2) La presencia de tigsglfato en un exceso molar so-
bre el nitrato, para eyitap la acumulacidén de nitpitos =

que son toxicos :para el ongantsmo.

E1 medfe (13) S a base de tiosulfato es adecuado pa-

ra el cultivo en masa de todos los t{pos a excepcidn de ~
%s% 3 .i,lv", .
T. ferro-oxidans; los cultivos crecen mejor con aereaccion-




forzada dentro de Jos matraces, a excepcidn del grupo --

T. thioparus en el que una aereacidn vyigorosa ocasfona

el retraso del desarrollo inclusive los suprime,

Ta toxicidad antes menctonada deben lleyarse a cabo a -
tiempa. El Dr. K. Sargeant (Postgate, 1966) incrementd-
el rendimiento de la especie en cyltiye en masa mediante
Ta continya adfccidn de NalCO, (para mawtener a1 pH de -
6.7 a 6.9) y tosulfato y nitrate durante el crecimiento,

El médfﬂ F (15) es adecuado para el Cuitivq en masa

de T. ferro-oxidans &n matraces con aereacton, E1 Dp, -

M.G. Yates (Postgate 1966) encontpd: que la adicidn de--
5% (v{v) de COp al aire mejora el rendimiento de las cé-

4.1.6 En el manual Difco (1953} se describe e] siguien-

te método para el aislamiento de T‘ﬁ;l'?b*b'aﬁfﬂfl}us: de muestras
de agua o suelo: se inoculan en'cazdd"BaCtQ-ThioBacivng:
(16), y se incuban a temperatura ambiente durante 1 & 2-
semanas hasta que haya eyidencia de crecimiento, y a par

tir de este desarro]llo se efectiia el aislamiento por --
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‘transferencia a cajas con agarﬂsacto?fﬁfébéé{iiﬁé t%?) ?“(’
en el que se 'desarroiian~eoionias pequeﬁa$~qﬁe con
frecuencia Se impTegnan‘de azufre y a cuyo alrededor se
originan ;oﬁas cTaras debido a Ta formacidn de &cido -
por Ta oxidacién del tiosulfato, Tas que normalmente son

mis evidentes que el desarroilo microbiano.

DISCUSION.

Existena]gunasinconveniente$ en_1a utilizacidn de
105-medios sﬁ?idoﬁ; si bien estas bacterias p&edgﬁ seraé
facilmente purificadas mediante la siembra en estria en-
medios s6lidos, Tos cultivos generalménte sobreviven me- .
jpk‘eﬁ,medﬁos,lﬁqnidog‘que én~agar,‘ﬁbsfblemenﬁé‘debido
a que se ﬁuedén 1Tegar a alcanzar altas cdncentraciones
de acido Su1fﬁfico en;Ta véciﬁdad‘ﬁnmediata‘ai desaryo-= -

110 bactEriann_

Los dcido-sensitivos como Thiobacillus thioparus --
por ejemplo. requiere que Se resiembren cada 3 ﬂias, sea
el medio I?quiﬂo o so6lido. Los cultivos de Thiobacillus
se pueden conservar bien por medio de la ifofiifzaciénaé

(Vishniac y Santer, 1957].
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Existen sin embargo problemas Grigfnados por el de-
sarrollo Tento de Thiobacillus, 1o que ha dado Tugar a -
reportes ConlreSuTtados-Ccnf]ictqus con respecto al ov
efscto de la agitacin en Tos cultivos de T. thivoxidans
‘en el medio de Starkey (13). adicionado de particulas de

azufre en polve {Takakuwa, 1979).

Umbreit (1951) reporta que la oxidacifn del azufre-
es mas Tenta en los cultivos en agitacidn que en culti--
vos estdticos y sugiere que el movimiento Separa a las -

bacterias de las Paﬁf?cu%as de azufre‘

Cook (1964}, inyestigd con mis detalle el efecto --

del moyimiento en cultiyos de T. thiooxidans, y encontrd

~que el movimiento inmediatamente despuds de 12 fnocula=—

cion no es favorable pera cuando se introduce después -
de tres dias de incubacidn estacionaria estimula el cre-

cimiento.

Takakuwa e Iwasaki (1979), proponen dos mecanismos-
para el aproyvechamtento y oxidacidn del azufre por -—---

Thiobacillus:
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(1} E1 azufre reacciona con agentes quimicos 0 en-
zimdticos excretados por la bacteria con la formacidn de

compuestos solubles.

(2} Una reaccidn entre el azufre y un componente -

celular se 1leva a cabo en la superficie de 1as células-

- bacterianas. La ma;yo:nr"w"ﬂaﬁ de las evidenc’ias hasta la fe-~

cha apeyan el segundo mecanismo, aunqgue la naturaleza de
1a reaccion es tadav$a obscura. Rep@rtan‘tambiénsqug'La
adhesidn de la c&lula a Ta particula de azufre es comple

ta en cinco minutes a una veTocidad apropiada de movi-=-

miento, y sin embargo el crecimiento de T. thiooxidans -

es gptimo, bajo concentraciones muy bajas de oxigeno. -

‘De all%i que el afecto de 1a aereacidn asi como el de Ta-

ficar el efecto del movimiento en el crecimiento de este

aercbio.
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4.2. BACTERIAS SULFUROSAS INCOLORAS (J. R. POSTGATE --
1966) .

‘Las bacterias del azufre incoloras son aerdbicas, -
oxidan sdeurog:diSueltos a azufre v generalmente a,sujp
fato; algunos de Tos Thiobacillus comparten esta habili-
dad, pero Tlos miembros del presente grupo »ig‘.e n‘é‘ﬁa]mente -

acumulan granulos de azufre dentro de sus células,

Las formas Filamentosas tales como Beggiatoa y ----
Thiothrix estdn esparcidas en la nafﬁralezhg las formas-
unicelulares incluyen Thiospirillum y la maring -----=i-

- ThiovuTum.

Las técnicas de afslamiento y enriquecimiento de es

te grupo, han sido revisadas por la Riviére (1965),

No hay realmente un medio selectivo para ellas y se
Obt'ie[lEH mejor usando Ta columna de Hinograd sky o una va
riante, para ello deben coexistir H,S, aire AN,
periodo razonablemente largo. Los cultiyos puros son --

a¥slados por medio de estratagemas adaptadas al tipo par
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ticular de microorgahismos que se trata de enriquecer. -
Una vez obtenidos son cultivados en soluciones salinas -
sobre una éapa de agar que cont%ene.ﬂzs bere, dentro de
la cual se burbujea‘aiﬁe para causar aereacidn restringi-
‘da. Un artefacto para efectuar este procedfmféntorse -=
presenta en la figura 1. La Riviére 1o usd con &xito --
con Thioyu1umi' Faurd-Fremiet y Roviller (1958} usaron -
tubos de vidﬁiq con agar-sulfuro abieétas de 1a punta, -
introduciéndolos dentro del agua de mar, en ambdé méto-
dos los organismos forman una especie de velo cuya dis--
tancia del punto por donde penentra el HZS al medio ém=-
biente depende de la velocidad a Ha cual entra (se ilus-

tra como F. en la figura 1}.

La bacterta del azufre filamentosa Beggiatoa no es
necesariamente autdtrofa. Cataldi (1940) usd una infu--
sfén de paja para enriquécer al microorganismo y produ--
cir H,S.

Faust y Wolfe (1960) y Scotten y Stokes (1962) pu-
rificaron cultiyos a partir de peTicuTas de Beggiatoa -=-

que emigraban sobre placas de agar extracto de carne o =



agar extracto de levaduras in@ubaﬂas a 30°C, y aislando-
To$ extremos de los trfcomas, estos aislamientos fueron-
mantenﬁdas‘en‘medio~de}TaAmfsma composicion. Burton y -
Morita (1964) reportaron que para cultives en masa, ei -
rendimiento fue mejorado por la adicidn de catalasa al -
rmedic de cultivoy el meﬁio tiene la siguiente composi---
cién: extracto de levadura, 2g.; cloruro de calcio, 0.1
g.; acetato de sodio, 0.5 g.; agar, 2.0 g.; agua desti-
lada, T 1t.; catalasa signa (10 uhidades/m]) l1as que se -

affiaden asépticamente por goteo a las placas del agar.

Fig. 1.- Aparato para el cultivo de Thiovulum y otras -

bacterias aerdbicas que oxidan el sulfuro.
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A: agar que contiene H,5 o (Na,S).

B: medio (agua de mar o &ales,enﬁﬁquecidas),

C: coIIar'para reducir la turbulencia.

D: cap ilar para el paso del aire.

E: tubos con tapones para Ta entrada y‘sa]idaidél
aire.

F: posicion tipica de la zona ﬂe'THiDVUTum en e1 -

medio de enriquecimiento de La Riviére.

4.3. BACTERIAS SULFUROSAS (0 DEL AZUFRE) FOTOSIMTETIQAS
(J.R. POSTGATE 1966).

EstéS‘EactErfass Tas "bacterias del azufre colori-
das" o Thiorhodaceae, son to&as autétrnfas fotosintéti-
cas que requieren cohdibicﬁes anaerébicas.  En presencia
deulﬁzvaxidan:ei sulfuro a azufre Tibre y sulfato, y con
frecuencia acumulan -grapulos de azufre. YVarias especies
Son'authrofas obligadas y el resto son facultativas. Se

»

incluyen las bacterias verdes del azufre (Clorobium, --

Chlorobacterium) y las bacterias plrpuras del azufre -~

(Chromatium, Thiopedia).
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Las bacterias verdes tales como Chlorobium son fa--

vorecidas por la presencia de HZS a upa concentracidn de

100 ppm y pH de 7. Cj,thiosulfatpphﬁTumj se distingue --
de 6,11imicota, por su habilidad para usar tiosulfato en

lugar de sulfure. Chlorobacterium, un gémero mgvil, --

pueﬂe'aparecergy'mostrér facultades heterdotrofas. Las -

bacterias rojas como Chromatium ¢ Thiopedia son favere-

cidas por»HZS 3 una concentracién de 20ppm y pH de 83 —-

v

Tas especies se distinguen por 'su movilidad y apariencia
ambos tipos pueden ser mantenidos en cultivos por pica-

dura en el emdf@*T’(ZZ} cubieto con agar,

Cultivos profundos en matraces con agar en los me-

-

~dios T(22) o P {Z3] son usados para el aisTamiento de Qg!'

lonias de este grupo.

Los géneros Chromatium, Rhodothiespirillum, ----

Thiopedia y Chlorobium, de la familia Thiorhodaceae se

desarrallan en el medio P (23); los dos primeros Pequie-

ren vitamina B;,s y el crecimiento de Chlorobium se in-
crementa con Ta adicidn de Vitamina,Biz al medio de cul-
tivo o aumentanda la cantidad de cobalto en la solucidn-

de elementos traza.
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f
4.4. MICROORGANISMOS HETEROTROFOS OXIDANTES DEL AZUFRE.

4.4.1. Pepper (1978) aislo bacteriaS‘ﬁet6r6trnfas
vcapaces de oxidar tiosulfato o azufre elemental emplean-
do €1 emdio de Vishniac y Santer {(24) enriquecido con --
1% de azufre elemental y mejorado con 2% de glucosa. Con
este método ha Sfdo‘posibie el aislamiento a partir de -

suelos arcillosos.

4.4;2 Wainwrjght (1979). En sus estudios sobre -
suelo y plantas contaminados afsl1d y cuantificd bacte---
rfas,vactihomfgetos'y hongos oxidantes del azﬁf}e emple-
ando para bacterias a1 emdio. de Weiringa (12) con una --
sobrecapa de agar nutritivo a un pH de 7:.03 ﬁara actino=
micetos el mismo medig'ées¢ritd-purjPorter.y1c0]aboradq#
res {25) y para hongos Ta subrecapa empléada §ﬁe ta del-
medio Czapek Dox/polisuifuro (26). En todos los casos
el criterio empleado como Tndice de 1a oxidacidn de azu-

- fre.
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4.5. MICROORGANISMOS REDUCTORES DE SULFATOS.

Estos no corresponden propiamente a Tas bacterias
sulfurosas pero por tener gran importancia en el ciclo -

del azufre, se incluyeb en el presente trabajo.

4.5.1. MWakao (1973), empled el método de la micropipeta
para cuantificacidn de bacterias reductoras en suelos --
del arroz anegados en agua con un contenido de humédad%‘
de aproximadamente 60%. Para tales fines se preparan -
TOﬁ\mfcropipetaS, cada una de 2 mm. de diZmetro interior
'3;mm; devdiEmetfo exterior y 150 mm. de'1ongﬁtudiy un -

alambrado de malla de 4 mm. con 40 mm. de Targo«y,anchﬁ@f

7 Después de eliminar el agua'éuperfiéial eﬁ}el sue-
1@@ se acomoda el alambrado cerca de la superficie del -
suelé y cada una de Tas micropipetas se inserta vertical
mente dentro del fango @ través de cada una de las ma--
11as a una profundidad de 25 mm. de la superficie del --
suelo. Una pequeiia cantidad de suelo cerca de 100 mm, -
se succiona dentro de cada una de Tas micropipetas. Ep--

tonces seé sacan las pipetas y se tapan ambos extremos -



con tapones de goma ESteriI%z&dhg<para pmgyénfﬁ la eva=-=
poracidon del agua de las muestras de suelo y Ta exposi--

cidn al aire.

La mue#trajde,suelo en cada pipeta se trata de Ta=
”’ sigufeﬁﬁa,manera: después de qu%t&r}?és fﬁpdngs,ﬂe gomag

la muestra de}~sug?0vse-bpne eﬁ-uhajpeQHEﬁa pieza delga-
da de aluminio, de,é@_mm; edaﬂvaﬁns, 1a que ha sidb\ﬁre@‘

viamente pesada y esterilizada. Se mezcla el suelo de -

[

Tahhaja dejgada de'a]uminfa por cerca de 20‘§egundnsﬂyy

medio y 1a mitad de Ta cantidad de suelo es separada y

.puasﬁaren-atra.pieia de 10 mm. cuadrados de aiﬁmiﬁipgy:
PESﬁdaf Se coloca Ta mitad Sé?aﬁaﬂa'déntrdfﬂe:un tubo -
‘?cbnﬁﬂniéndﬁ_10vmiﬁ de agua QStérfliiada¥y‘Sé agita con-
de suelo as? hecha esti lista para usarse en el recuento
de bacterias neﬂgct@ras,deiiguifaté, EllhﬁmerdcéStimédbv
de bacteria viable se expresa en una base -de 2 mg. de --

suelo seco.

El niimero de bacterias reductoras del sulfato es -

determinado por el método ds;ﬁtaca_de agarranaerabic@;

A



4.5.2. Wakao (1973) utitiz8 este método con suelos de -
arrozales agotados con aproximadamente 40% de contenido-

de agqua.

Después de ias’cnsechas‘deT arroz se extrae un blo
que de suelo de 10 cm. de largo, 10 cms. de ancho y 15 -
cms. de profundidad. E1 bloque de suelo se dﬁvﬁde en -=
dos partes. De la superficie del suelo recientemente ex
puesta se séTecCiona un drea de 20 x 20 mmz . de estruc=

tura y color homogéneos. Se divide el &rea en 100 sec--

ciones de aproximadamente 2ﬁmm2,~con una aguja estéril -
se toman apruximadamenfe'Z‘mg@ de suelo de cada seccidn.
La muestra dé suélo es puesta en un tuvo ﬂe,ansayely se-=
le afiade 1 ml. de agua eéterflizéda! E1 tubo se agita -
con la mano para asi obtener una suspensidn del suelo, -
Se hace el recuento de b&gtérias reductoras del azufre =
en la suspensidn. Por lo tanto, de un drea del suelo de
20 mng se obtienen 100 muestrgs de suelo para ser anali
zadas, ETtnﬁmerd de bacterias se expresa en base a =---

—

2 mg. de suelo.

E1 nimero de bacterias reductoras de sulfato es -

determinado por el método anaerobico de agar en placa.



~&.5.3. Postgate (1966) utiliza é] medio B (18) el que -
corresponde al medio de Baar suplementando con extracto-
de Tevadura y agentes reductores. Se aflade a un matraz-
el cual contiene la muestra, se 1lena hasta el tope y se
tapa para asi eliminar el aire. Para muestras marinas =
se afiade NaCl al medio; la tncubacidn generalmente es a
30°C. para los organismos mesdfilos, 37°C. para las bac-
terias que reducen el sulfato en:zel rumen y a 55°C. para
los microorganismos termﬁfilos. La preséncia'de bacte--
rias'reductoras del azufre se pené de manifiesto al ha--—
ber un ocurecimiento en el medio después de 1a incuba~-=-~
¢idn; el analisis debe indicar»una concentracidn de,HZS—

de 30 mg/ml. o mis.

La diferenciacidn de las especies se puede 1levar-
a cabo de 1a manera siguiente: el c¢recimiento a 55°C. -

indica ilnicamente Desulfotomaculum nigrificans. El cre-

cimiento a 30 °C. o a 37 °€, después de calentar 1 ml. -
del cultivo a 100°C . durante 10 minutos, indica miem--~

bros mesofilicos del género Desulfotomaculum, el cual --

puede ser Fdentificado despuds en base a su morfologia.
Esta conclusion se ratifica mediante una prueba de fluo-

rescencia negativa. Esta prueba que es especifica para-
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el genéré Desulfovibrio, se 1leva a cabo calentando 1 ml.

del sobrenadante del cultivo (eliminando el pfgcipitada
de'FéS) mediaﬁfe,centriﬁugaCiﬁn‘y afadiendo una gota de-
NaOH ZN‘y'observandQ;bijo Tuz u1travialetd.av375 nm, una
‘fTudrescencia fuerié\tolor‘roja,indita 1a*bresencia del~-

género Desulfovibrio. EI crecimiento en un medio que -~

coentiene mds de 1% de NaCl. pero_no en un medio de agua-

dulce indica Ta presencia de D, salexigens, ailin cuando -

algunas btras especfes’mar$nas- ré@QiEPEn Naﬁig para con
firmar esta prueba se hacé'creter en presencia de inhibi
dor "Hibitane® (Clorhexidina) en proporcidn de 1 mg./mi.
La habilidad de crecer sin sulfato y ¢on piruyato o coli
na en el medio D (20}, es caracterfstico de las especies

D. desulfuricans; si no fiay crecimiento sin sulfato in-

‘dica D. yulgaris, D. africanus, o B._

gigass las cuales,

si bien son morfoldgicamente diferentes, no son fdcilmen

te diétinquihles mediante pruebas en medios de cultive.

Para el cultivo en masa de las bactertas que redu--
cen el sulfato, se usa el medio C {19) el cual es una —-

modificacion del medio de Starkey (1938) y Butlin, Adams

y Thomas (1949) Este contiene tactato y sulfato los gue



incrementan el crecimiento, y el citrato previene la for
macidn de precipitados durante la esterilizacién con au-
toclave y la consecuente necesidad de filtrar y reesteri

Tizar.

Para especies marina se suplementa con NaCl al 25%
con un indculo pequefio Se afiade asépticamente NaZS a una
concentracion aproximadamente de 1 milimolar. ET culti-

vo se hace crecer anaerdbicamente.

4.5.4. Wakao (1972), uiﬁTiza.1a siguiente técnica para-
el estudio cuanfita%iv@'de‘Tas bacterias que reducen el-

sulfato en los suelos:

Una muestra de suelo (1-5g] se pone dentro de un -
matraz de 200 ml. gque contiene 100, m1, de agua esté#i1 y
se agita vigorosamente con la mano durante 5 minutos. La
suspension de suelo se diluye en serie y es usada para =

conitar las colonias.
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" Enriquecimiento del cultivo de las bacterias que reducen

el sulfato.

Una‘porcién:de suelo de arrozales se incuba median—
te el método aner&bico»de agar en placa. Las cqunTasi—
negras tTpitas reductoras de sulfato que hreten‘separadg
mente una de otra, se recogen y se suspenden en 10 ml. -
de agua estéril. Una alfcuota del volumen de esta sus--
pensidn baCteriana.se ihocﬁTa con ﬁn inyector al medio -
Tiquido contenido en un tubo de ensaye tapada‘con'un»ta~
pén de hule, ¥y se fnéuba a 30°C. Despuds de 4 a 5 dias-
de fncubacfﬁn,rias bacterias que reducen el sulfato cre-
cen y €l medio se torna negro. EI prOCédTmiento es repe
tido varias veces hasta que se obtiene un cultivo enri--

quecido.

ET medio 17quido (cuya composicidn se describe mas-
adelante), es hervido y T’&pﬁdam;enteenfﬁadoj 10 m1, de-
éste se ponen dentro de un tubo de ensayo, EI aire en -
el tubo es reemplazado pasando nitrﬁgeno gaseoso durante
un minuto, entonces el tubo de ensaye se tapa fuertemen-
te con un tapﬁn de hule, Se esteriliza a 120°C durante-

15 minutos.
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Preparacidon de Ta suspensidn de suelo para cultivo-
del arroz y el cultivo enriquecido bajo condiciones anae

robicas.

Una porcisn de suelo baralcuitivo deT arroz (1-2g)=
2188, dod SU1£iV° §5ff§uéCid0se“aﬁade'a una matraz de
.Zﬂﬂ ml. gue Cgﬂtfénem lﬂgﬁm1; de aguﬁ‘e$térfig 15 ¢ua1‘q-
e n erve rayt damente se | e"fm a Jus tamente antes de usar
a, y se dispersa mediante bwﬁbﬂjeﬁ.dé hiﬁrﬁ@enﬂ'gaﬁeﬂ*é

so; entonces el matraz se tapa con un tapdn-de hule has-

tas usarse.
Medio.- Para Ta determinacifn de Tas bacterias que
reducen el sulfato se usa el medio C (31) de Butlin y co

dura-sulfato de acuerds a Tos reportes de Pastgate (T963)

Los ingredientesdél medio :son:
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'Na2504 .;.no..ol 0 g ‘lactato de sod1o.eaag,..g 3.5 g.
CaCl 2H Oqcnonﬂ 1 g extracto de Tevadura...c. 1.0 g

MgSQ 7H 0....2.0 g Fes0,. 7H, 0.,n;,,,,,,,,§, 0.2 g

4@
Agal" BN O 66 E DN OB D 0GB eSO 15«:0 g |

‘EStosYCOmponEntes se disuelven en 1 Tt: de agua
destflada y el pH del medio se ajusta 3'7;2—7:4 con uhak-
solucién de NaOH. DeSﬁués’de~esteri1izar'ei:medio en aute
clave se sup]ementah por separado los agentes ﬁeductares—
(0.01% de tigglico]atﬁ de sodio y 0.01% de asﬁorbato de-

sodin}.

‘‘‘‘‘‘

| Se usa ﬁna caja de Petri de 9 cni. de d1ametr0
La tapa de la caga y e1 fondo se esteriliza a 159 C du=
rante 30 mﬁnutosy Se transfiere dentro de Ta tapa un mi |
milititro de la su59ensiénvdesueio o de céTulas y en-=
tonces se le affaden 20 ml. de medio de‘agar fundido y -
se gira con la mano. Mientras el agar estd todavia T7--
quidos el fondo de la caja de Petri se hunde dentro del
aéar en la caja asépticamente,.Se debe prestar atencidn-

de que no queden burbujas de afre entre la superficie del-



agar‘y‘la:sugenficfe de Tafcaja,..'

| Incubamén ¥ cuenta o~ Se dncuban a 30°C duran
te 8%10"dﬁas h&%tasQQé sé_QbSeern las colbnias ﬁgggas;-
:caratter{sﬁicaskd; TaS.baqterias-qﬁé reducen ei'azu%re@
Cinco répTigas‘de-cajés dg~Ré£f% Se ﬁsahﬁara.tada mu@;

tra y se calcula el nimero promedio de ellas.

~ Cueﬁta-ﬁekbﬁcfeﬁfaé73&?53%6&544Lasbacterias-
aerﬁbicas se cu@utan,éqr él método de diTuciﬁﬁvéﬁ plaééf
ca. Se‘transfiere un ml. de}la diluciﬁn éprupiada den--
tro de las cajas de Petri y»@ntam¢és'sé afiade medio de-
agar caldo nutﬁitfva°~ée’usén»5 cajas para cada cugnta.
Las cajas se incuban a 30°C Pér 2 dias y entonces se de
jan a la temperatura amh?gn£e dufanté dos dias. Se’cueg‘
‘tan todas Ias_égiqnias que crecen en el medio. Los com=
ponentes de medio son Jlos éiguiEn%es:;extrACta‘de carne
16 g., peptona 10 g;;‘ﬂaﬂm,,_ggarflﬂlg,; y se disuelven
en un Titro de agua destilada y el pH del mé&ip se - -

ajusta a 6.8-7.2 .
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"4.6 METODO DE ENRIQUECIMIENTO DE LA POBLACION DE MICRO-
ORGANISMOS OXIDANTES Y REDUCTORES DEL AZUFRE.

Se utiliza el método de 1a ev]umha_dé Wino=- -
gradsky; el cual pefmﬁte FE?TOﬂU@iF‘Uﬂ.miﬁfﬁﬁﬁegistemaﬁ
en el que se favorece el desarrollo de Tlos d{fe?éhtes -
grupos de bacterias del azufre, y consiste en colocar -
un recipiente de wvidrio alto Tlenado hasta la mitad‘con»
una-mezcia,hﬁmeda’de bape? fiitrn hecho palvo, sulfdato-
de calcio y la muestra {(generalmente iodc o agua conta-
minada), y se vierte ﬁn‘volumeﬁ igual de agua contenien
do trazas de fosfato a un valor dE’pH neutro, La tpﬂuma
na es dejdda en T1a Tuz. Entonces sobreviene en la mez--
cla una fermentacidn anaerbbica de Ta celulosa, y las -
bacterias reductoras de la fermentacion y‘generaaé@:Her
- del sulfato. Este actﬁa comb-un‘subsfﬁato para los dos-
grupes de bacterias que oxidan el sulfuro de hidrégeno-

a lo largo del area iluminada de T1a columna se desarro-

1lan bacterias rojas de 1la familia,Thidrhddacéae,tales_

como Chromatium y Thiopedia y debajo de ellas, debido -

a que son favorecidas por las altas concentraciones de-
Ho5 se desarrolltan bacterias del azufre verdes como - -

Chlorobium.
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" En 1a superficie agua aire se desarrollan bacterias

que oxidan el azufre tales como Thiobacillus thioparus,-

Yy en ocasiones bacterias que oxidan e1 sulfuro tales co-

mo Beggiatoa o Thiothrix pueden aparecer.

Para las muestras marinas en las cuales pueden es--

tar presentes Thfdvqumgy'Th?QpTgca,13? contenido dé,sa1

del 1iquido sobrenadante debe ser ajustado'a 2.5%.,
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" 5.- EVALUAGCION DE LA ACTIVIDAD BIOQUIMICA

E1l objetivo de efectuar estos métodos en matraz es-
con el fin de estudiar el comportamiento de 10s microor-
ganismos por separado del cuerpo tan complejo como Yo es
el suelo, obteniendo informacidn propias dg Tos microor-
ganismos que puede utilizarse con fines précticos en el-
suelo. Y el obﬁetiva de efectuar:estos métodos directa--
mente en el suelo es con el fin de observar el efecto -
prictico de los microorganismos as¥ como también Ta in=-
fluencia dei sueio en el compoktamiento de los microorga

“nismos y 1a interrelacidn entre ambos.

5.1 METODO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA HABILIDAD DE
MICROORGANISMOS DE OXIDAR EL AZUFRE ELEMENTAL Y EL
TIOSULFATO (Wainwright, 1978).

La habilidad de microorganismos para oxidar el azu-
fre elemental y el tiosulfato puede determinarse en cul-

tive con agitacidn, usando el siguiente método:
{ g g

Los hongos que oxidan el azufre se hacen crecer por

duplicado en cultivo agitado (100 r.p.m. a 25°C) en el -
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"~ medio siguientes

Azufre o tiosulfato.....1 g.
(NH4>2 SQ4‘ L 0&3‘9;

KHZPO4 P T - m‘w L ST X O.Sjgw

'CaDLj . e . !»! LR . OJHZSZQ'
‘4.7H20.g . @ s LI ) 0'95 sﬁ
Elementos traza . . . . 1.0 ml.

MgsSo
Sacarosa « . s« o« o« o+ i3{g/100>m1l

Como indculo se utilizan discos cortados de 1a ori-
11a de colonias jovenes aisTadas en el medio de Czapek -

'DoxAkgar (7.30).

Las bacterias autdtrofas que oxidan el azufre se ha
cen érecer en el medio arriba mencionado menas sacarosa,
utilizande como indculo 1 ml. de un subcultivo aislado -

en el mismo medio.

- Todas las fincubaciones se Tlevan a cabo a 25°C; Se~
hacen determinaciones de sulfato, tetratienaﬁn y tiosul-
fato ﬁon duplicado a intervalos de dos dias durante diez
dias, utin?ando Tos métodos de Hesse, para sulfato por-

turbidimetria; el método de colorimetria después de cia-
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‘nolisis de Ner y Taba Taﬁaﬁ'61977317§éra'Ia'determina--
cion de tetrationato; y el método de Sorbo (1957) para-

determinar tiosulfato.

5.2 METODO EXPERIMENTAL PARA LA DETERMINACION DEL PODER
OXIDANTE DE AZUFRE DEL SUELO (Bajpai, 1979).

100 Qramos defsuelo seco al aire se mezclan con --
1000 ppm de azufre, se agrega égua ﬁasta ajustar la hu-
medad a 60% de Ta capacidad de campos y se fincuba @ - -
30 - 1°C durante un berfode de 50 dfas. ET sulfato se -
~determina por turbidimetria como el método descrito por

dackson (6.2).

ET cdlculo de Ta actividad microbiolGgica se hace -
de 1a siguiente maneva:
Actividad
Micrabioldgica

énkportientc = Y en.el. sueio tratado -~ Y..en.el. sue]o
~_contrdl X ‘100

ﬁzufre aﬁadido en ppm

donde Y = s0, en ppm.
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 METODG EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD DE

@

OXIDACION DEL AZUFRE Y DEL TIOSULFATO por Thiobacillus

thiooxidans Y POR BACTERIAS HETEROTROFAS (PEPPER,-
1978).

5.3.1. EN UN MEDIO DE CYLTIVO ELABORADO.

Las bacterias heterdtrofas aisladas en el medio de-
Vishnia y Santer (24) se hacen crecer en el medio de = ~
agar (peptona 5 g/L, extracto de Tevadura 1 g/L, y -~ -

Los estudios del crecﬁmﬁedtu.y de ]a.oxidéci§n del-
azufre se Jlevan a cabo en‘matraces de 125 ml con alarga
dera, Tapados con algoddn y con 25 ml. de medio; Se afia-
de ﬁazszoggfiitradc‘y esterfifzadnlpara broveer una con-
cent?éciﬁn finaT de 2 mg. de azufre/ml, a cada matraz pa

ra el estudio de oxidacidon de tiosulfato.

Para Tos estudios de oxidacion del azufre se aflade-
flor de azufre esterilizada con vapor durante una hora -
por tres dias consecutivos, hasta obtener una concentra-

cign final de 10 mg./ml.



Thiobacillus thiodxidans se hace crecer en un maraz

con alargadera de 125 mi. con medio para thiobacillus ==
A (27) para el estudio de la oxidacidn de azufre elemen-
tal,y medio para thiobacillus B (28), para el estudio de

la oxidacion deI-SZU 3-

Los matraces se inoculan con 0.1 ml. de indculo de-
un cultivo en fase logaritmica del microorganismo .dn es-
tudio. Después de la inoculacidn el organismo se incuba-

a 25°C en un agitador giratorio New Brunswick a 160 rpm.

rLas curvas de crecimiento se obtienen midiendo por-
turbidimetria con un colorimetro Klett usande un filtro-
rojo_ﬁﬁs). A determinado tiempo, alicuotas de 5 ml. se -
.extragn asépticamahte de 1os matraces con a]argadera, se
tranfieren a tubos de cenirifuga de pblfeti]ena de 50 mi
se diluyen con 15 ml. de agua destilada y se centrifugan
'3 10800 rpm durante 10 minutos. E1 Iiquido sobrenadante-
se decanta cuidadosamente y se analiza eT sulfato por ==
turbidimetria, siguiendo el prcceéimientn‘dESQrito por -

Pramer y Schmidt.
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- ~-5.3.2. USANDO COMO DE CULTIVO EL SUELO.

Los estudios de Ta oxidacidén del tiosulfato y el azu
- fre se Tlevan a cabo usande sueios_esieriTiZHdas con auto
clave y suelos no esterilizados. E1 esterilizar 1os suye<-
Tos en autoclave reduce la poblacidn microbiana‘esenciai+'

mente a cero. -

E1 estudio de los suelos esterilizados en autoclave-
se T1leva a cabo con 50 g. de muestra a los que se agregan
algunos de los tratamientos siguientes:

a) 0.2% de 5202 . ¢) 0.2% de glucosa,
'b) 0.24 de S,03 ¥ 4) 1% de s°

2% de glucosa. e) 1% de $° y 2% de glucosa.
se ajusta a un tercio del ﬁﬁ?t%eﬁtU'de 1a himedad atmosfé
ricay, y se incuba en matraces Erlenmeyer de 125 mi. Los -
matraces se tapan con algogdn y se esterilizan durante 30
minutos en autoclave a una atmdsfera de presion y 121°C.
Al comienzo de cada experimento los matraces se inoculan=
por duplicado con 0.5 ml. de un cultivo en crecemiento ac
tivo de cada microorganismo en estudio. Después de Ta ino
culacién los tapones de algoddn se cubren con parafina pa

ra prevenir la pérdida de humedad durante 1a jincubacidn.
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-~ £%-suelo control y“IOSLSUQTbs ggécﬁiados se fncubah a --
25°C por periodos definidos de tiempo. Al final de cada=
periodo de tiempo un duplicado de los matraces se quitan
de 1a incubadofa y 10 g. de suelo se usan para medir el-
pH (proporcian de'suéTuz'agua de 1:2). Para el estudio -
de Tos cambios de poblacidn microbiana con respecto al -
tiempo de Tas bacterias heterdtrofas se hace Hhé cuenta-
en placa de diluciones apropiadas de suelo en el medio -

de agar.
EXTRACCION DEL SULFATO DEL SUELO.

En cada perfoda de muestreo se fﬁman'muesfras por =
dupiicade de 10 g. de suelo»dé Ta parte principal de Ta-
muestra y se colocdn en matraces Erlenmayer de 50 ml.con
25 ml. de_solnciﬁﬁ eXtractora (39 g.de acetato de amonie
en 100 ml. de Ecido acética‘0.245mu]ar) Los ma?racesVse—’

agitan durante 30 minutos en un agitador rotatorio.

La materia drganica colorida es eliminada afiadien-
do 0.2 g. de carbdn activada . Después de haber sido =-
agitado durante 3 minutos adicionales las suspepnsiones=-

se filtran a través de papel filtro Whatman # 42, E1 --



fittrado clare es usado para la determinacion del sulfa

to.

ANALISIS DEL SULFATO.- Se usan 10 ml. del extracto
de suelo clare o del filtrado de]>CuTtiV0 despuds de la
centrifugacidn para determinar el sulfato turbidimétri-
camente como Ba 504 siguiendo el método descrito ﬁor -
Pramer y Schmidt (1964). Los controles se incluyen en -

- todos los analisis.

5.4 METODO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA FORMACION
DE COMPUESTOS DE AZUFRE VOLATILES DEBIDO A LA DES-
COMPOSICION MICROBIANA DE AMINOACIDOS QUE CONTIENEN
AZUFRE EN LOS SUELOS (Banwart,.1975).

Se toman Tas muestras de 0-15 cm. de la superficie
del suelo. Antes de usar cada muestra ésta se seca con-

aire y se pasa a través de una malla de 2 mm.

El experimento con las muestras de suels se lleva-
a cabo bajo condiciones aderdbicas e inundadas en agua,y

en ambos cases la incubacidn es a 30°C.

En cada incubacion la muestra de suelo (5 g.) se -
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wé}aié ;ﬂé-i4ﬁ1. de agua o con 1 ml.de agua que Cﬁﬂtiéne~
2 g. de azufre en la forma del aminodcido bajo investiga
cidn Se ajusta el contenido de agua al 60% de la capaci-
dad de campo para Ta incubacifn bajo condiciones aerdbi-
cas o con 10 ml. para la ﬁncubéefﬁn Eajg condiciones - -

inundadas.

Los matraces de reaccidn utilizados para estudiar -
1a e&ﬁlucién de Tos cgmpuaStos de azufre Vﬂlﬁti]es e -
Tos suelos tratados con aminodcidos que contienen azufre
son de vidrio, de 65 ml. delﬁapaéidad, con el cuello - -
atornillado y la boca angosta acondicionados con unas ta
pas que tienen un dispositivo que cierra y que permite -
la 1“Y€CCiﬁﬁ o extraccion de muestras de QES'COﬁ ferin-
gas especiales. Los compuestos veldtiles de azufre forma
dos en Ta incubacidn de los suelos tratados y no trata--
dos con el aminodcido en éstos matraces se jdentifican y
estiman mediante un an§115is poF cromatografia de gases:
de 0.1 a 2.0 ml. de muestra de Ta fase gaseosa a dos - -
dias de intervalo se toman de Tos matraces, y &stos son-
nivelados con aire y puestos en su lugar inmediatamente-

después de haber tomado Ta muestra.



La férmuTa de Tos aminéic{dos que contienen~azufre~,,~

-y de les-compuestos vo]at11es de azufre a usar se dan en
Ta tabla 1y 2 respactmyamentai Los compuestos‘de la tea-
bTa 2 son usados para comprobar las técnicas de cromato-
grafia de dases empleagos y para confirmar la iden:if{cé
cion de lcs"compuestos de azufre volatiles mediante es=-

tas técnicas.

ET cromatdgrafo de.gasés utilizado para la identi-=
ficacién y estimacién de Tos compuestos de azufre valiti
Tes es equipado con un &etectar fotqmétr?co de flama. E1
detector se ajusta con un filtro de azufre (394 n.m) y‘-
es 6pérad0~a 110°C, con una Velécidad de fTujQ dé‘HZ dé?
75 ml/minuto, una ve1oc1dad de flujo de 02 de Zﬂ.m}lmiha

_ ¥ una ve]oc1dad de aire de 60 ml. /m1n

Las columnas que se usan son:

{(A) de 10 a 4 metros de tubo de tefldn empacado con Chro-

mosorb T de malla 40 ~ 60 cubierto con polifenil eter al-

12% y H4PO, al 0.5%,

{B) 140 cm. de tubo de tefldn empatado con c¢arbopack - -

B ~-H~-T = 100.
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) if§» 183 cm. de tubo de teflén eﬁéacadQ'COn Chromosil -

310,

(D) 30 cm. de tubo de tefldn empacide con Déactjgelrde -

malla de 120 - 140 . -

(E) 138 cm. de teflén empacado con Chromosorb 101 de ma-

11a 80 - 100.

ET tubo de teflén usado para preparar las columnas-
tiene un difmetro interior de 2.16 mm. Todas las columi~-

- nas se operan isotéricamente cbn‘N‘2 como gas acarreador.

La’%emperatura de Tas columnas y la velocidad déT nitrﬁw
geno ésria siguiente:

(A) 100°C y 50°C, 80 ml./min.

(B) 100?6; 70 mi;/min,

(@) 40°C, 40 ml./min.

(D) 50°C, 80 m1/min.

(E) 100°C, 70 mi/min,

(Fy 110°C, 70 ml/min.

Todos los experimentos se Tlevan a caba por dub1iqg
do o'tviplicado; A upna de Tas myestras de suelo se le -=-

afade azida de sodio (500 microgramos por gramo de suelg)



Aminoacido

'~ Metionina

Sulfbxido de metionina
S-metil metioniﬁa

Etionina

Cisteina

Cistina
Homocistina
Acido cisteico
S-metil cisteina

S-etil cisteina

“Lantionina

Taurina
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-~ Tabla 1.- Aminodcidos que contienen azufre utilizados.

Formula

CH 3SCR, CH,, CH (NH, ) COOH

CH‘SUCHZCHMCHKNHF)COQH

3
(CHS)ZSCHZCH CH(NH ) COOH

cH3CstcH2ca CH{NH, ) COOH
HSCH, CH(NHZ)COOH '

HOOC(NH JCHCH, SSCHZEH(NHZ)COOH

HDGC(NHZ)CHCHZCHZSSCHQCHZCH(NHZ)COOH“
HO 3SCH, CH(NH, ) COOH

CH3SCH, CH(NH, ) COOH
EH,CH;SGHZCH(NH“)COOH
ol ~CH’5‘{HZ "OH}Z

NH, CH,CH, S0 5H

Tabla 2.- Compuestos voldtiles de azufre utilizados.

Nombre
Metil mercaptano
Etil mercaptano

n~propil mercaptano

Forumula
CH5SH
CH 4CH,SH
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n-butil mercaptano CH 4CH ,CH, CH, SH
isobutil mercaptano ' (CH3)2CHCH25H
Sulfuro de dimetilo CHBSCHB
Sulfuro de dietilo - CH4Clt, SCH,CH,
Disulfuro de dimetilo - CH SSCH3
Disulfuro de dietilo | CH4CH,SSCH,CH,
‘Sulfuro de hidrbgeno P

Disxido de azufre = S50,

Disulfuro de carbono | €S,

5.5 METODO EXPERTMENTAL PARA MEDIR LA RESPIRACION DE UN

SUELO TRATADO CON AZUFRE. (Bollen, i@??j',

Se mezclan 100 mg. de harina_de‘azufre'con 100 g.de
sﬁe1o, mientras que 180 g. de suelo no tratado se usan =
como control. Los suelos se co]ocan en matraces de 473 =
ml.s ¥ se les adiciona agua destilada hasta ajustar a =-
50% la capacidad de campo. En seguida los matraces se ta
pan y se les suministra aire pesado a través de una solu
cion de NaOH 1 N de una solucidn saturada de Ba{OH)z‘QaH
ra eliminar el C°2’ filtrado a través de una sciuci§n~de
HQSG# IN y de agua par mantener la humedad'del suelo (co
mo lo indica la figura). Cada matraz se conecta por fue-

ra @ una regadera inmersa en un tubo de ensaye que con==
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';Nféﬁé‘iﬁ'mTfkﬂﬁ’Naﬁﬁ71ﬂ._Ei tdfﬁﬁn‘EH’¥drma de Sﬂz,és .
absorbido por el NaOH a los 7, 14, 21 y 28 dias después
{ de1 tratamiento, los tubos con ei a]calf SEfqﬁitan y el
C02 se determina. por titulacidn dfiffé rencial .‘ c.ojri _‘-IH:Z‘G.D@

‘f Ny 008 N y ca'icu'lado a un ]"pqutn}tb de equi va]‘;efpf-‘:ﬁif»a de-

‘acuerds con Cooper (1941).

E1 punto de equivalencia de Cooper consiste en - -

usar un indicador mezclado para determinmar 1 os bi ta‘rbd.n@;
tos presentes, se usan tﬁesQétasde indieaﬂbr;mezé1ado~
(el cual se prepara disolviendo 0.02 g. de rojo de meti-
1o y 0.1 g. de verde de bromocresol enAinOm1,.ﬂé»aTcnﬁoi
al 95%), en 100 & 250 ml. de Solucidn. La tabla siguien-
te muesﬁfa mﬁs colores que el indicador mezclado a&qdie-

re en términos del pH de Ta solucidn.
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- Color de tres gotas de indicador mezclado en 100 & 250

mY. de solucidn:

pH de 1a solucidn - "CoTor

5.2 y arriba Azul con trazas de verde,

5.0 - Azul” claro con gris.

4.8 ‘Azul rosa clarb con tinte azul
4.6 ~ | Rosa claro. | |

4.6 (abajo de ) Rosa ¢ rosa claro.

Entonces los mililitros deH‘zS.O¢ 0.08 N gastados -~
| "usando el indicador meZelado,nos'determinan>los'bicarbo-
natos presentes en la solucifn, Tos cuales a su vez son-

producto del €0, presente,

5.2 METODO EXPERIMENTAL PABAvDETERMIﬂﬁRXLA,PRQDUCGION

MICROBIANA DE SULFATO Y SULFURO EN ALGUMQS_SUELOS

DE AUSTRALIA (R.J. Swaby, 1973).

Los suelos se muestrean de 0 a 10 cm. de la superfi
ciée del suelo y¥ se combinan 5 niicleos de sitios aparta--
dos 10 m uno del otro, luedo se refrigeran a ch haé@a -
ser examinados simultdneamente bajo condiciones inunda--

das ¥y no inundadas para determinar su habilidad de oxi--
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dara sulfato el azufre elemental al 1%, o para reducirlo

a sulfuro, Los tratamientos fueron los siguientes:

(a) 0.1% de azufre elemental.

(b} Una mezcla de 0.3 % de sulfato de amonio y 0.2% de-
sulfato de sodio. _ -

(¢c) 0.5% de clorhidrato de cistina, debido a que Frede-
rick Starkey y Segal {1957) encontraron que este --
compuesto de azufre orgdnico se descompone fécilmen

te ¥

Se colocan aproximadamente 50 g. de muestra de sue-
To en matraces Erlenmeyer de lzﬁfmi. La oxidacion del -=
azufre se mide a intervalos semanarios durante un perfo-
do de'lo semanas de incubacién a 258 por medio de descen
SG-eﬁ gl pH y el incrementn de Ta,aci&ezitituiabfe BR ==
aTTcuotas:dé-una solucfén'con 10 g, de suela. La activi-

dad de T.‘iﬁfddﬁidans seadeﬁermina'aproximadamente por -

meﬁiorﬁei-nﬁmera de dias en que el pH del suelo altanzé-
el valor de 4.0 .

~ ET sulfuro I%bre‘se detecta insertando discos de pa
pel de acetato de plomo de 5.5 cm. de diametro en la ta-
pa de los matraces. E1 numero de dias de incubacidn en -

que se produce una sombra obscura corresponde a 35 micrg



- Grames-. ;_{e -sulfurs
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Para el estudio en medic de cultlvu de 1a produc--‘
cidn de sulfurs, los productores de sulfuro se detectan,,
| afiadiendo diluciones adecuad@s de‘suelo al medio mod1f1

cado de%Postgaték(IQGG) medﬁd c (19)5‘Cbntiéhd0‘0’ﬂl% -
de Azufre o O 025% de sulfato de sodio & 0 01% de c1st1
na como el un1co cempuesto organ1co de azufre, y no se-
ama@en‘sales ferrosas. Las QETQQICQS se hacen-cpe@er en
tubo de_iQ& omy de didmetro gantgn%endﬁ 5;ml.~de;médi0a
mientras que Tos anaerobios se cultivan en 7.5 ml. de -

medio cubierto con 1.5 ml. de‘acefte-ﬂg ?afafiﬂa;

;Las esparuTadqs se dgﬁectahgdespu§s~d@'1a~pasteUﬁi :
~zacidn de suspensiones de suelo durante 2 minutos a 90°C.
Los mesdfilos se incuban a 25°C y Tos termdfilos a 55°C.
E] sulfuro se detecta med1ante Ta insercion de --
discos de papel de acetato de plomo de 1.3 cm, de daame
tro en las tapas atornillables de Tos tubos de 1.5 mm -
x,ze=mm;Q&e cvnt%eﬁén'ma&%aiﬁé azufre u cistina o me- -
diante 1a‘adici6n}dé'c1avds de fiérna'de-é cm. de Targo

y 1.2 mm, de didmetro al medio de sulfato, como lo pro-



pone Abdel-Malek y Rizk (1960}, La velocidad de produc—
c1on de sulfuro se determ1na por medio del numero de - -
dias de 1ncubac1on en que se produce una sombra obscura-

la cual corresponde a 2 microorganismos de sulfurg,

5.7 METODO EXPERIMENTAL PARA INVESTIGAR LA ACTIVIDAD DE
LA ENZIMA RHODANESA EN LOS SUELOS (Tabatabai ¥ Singh

 REACTIVOS.

Tolueno. Reactivo Fisher certificado.

Buffer de dcido sulfirico-THAM (0.05 M, pH de 6.0).
Disuelva 6.1 g. de TrisChidroximetitj.amfnameténo {THAM
_ Reactivo Fisher certificado) en aproximadamente 600 m].-
de agua, ajuste el pH de 1a solucidn a 6.0 mediante titu

Facion con 1,50, 0.2 W, y afore con agua a un 1itro.

,Solgcién;de;fiasulfata’dezsu&iu (0;01‘M), DisueTva-

24.9 gramos de Na,$,05 y 6.1 gramos de THAM en aproxima-
damente SOD\mT. de agua, ajuste el pH de la solucidn a -
6.0 mediante t1tu1ac1on con H. 504\0 2 N y afore con agua

& un Titro.
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 € éﬁ' o ae potaszo (0.1 M) D%Shefvé“—“

--l

CT

4
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6.5 g. de KCN y 6.1 g. de THAM en aprox1madamente 600 =
’mi; de agua, ajuste el pH de:solucidn a 6.0 mediante ti

tulacidn con H,S0, 0.2 N y afore con dgqua a un Titra;

Soluc10n de formaldeh1do (37”) . Reactivo Fisher =

cert1f1cado.

Solucidn de formaldehiido-sulfato ‘de calcio, Disuel

va'z,z g. de taﬁoa, ZHZGegn aproximadamente 900 ml. de-
agua, y afore el voliimen a Un 1itro con agua,‘Meche -
100 m1. de formaldehido con 900 m1 de la solucién de =

suylfato de calcio.

Solucidn de dcido nitrico-nitrats férrico. (0.25 M
Fe(NOz) 3. 9H,0: 3.1 M HNOZ). Disuelva 50 g. de Fe(NOg)j.
QHZOfen 100 ml1. de HNQ. concentrado (reactivo grado dnz
1¥tico, gr. esp. 1.42), afiada esta solucidn a 300 ml.de

agua y afore el volumen a 500 ml. con agua.

Selucidn de patrén de tidcianato.(20 milimolar).Di-
suelva 1.621 g. de NaSCN en aproximadamente 800 ml, de -

agua ¥ afore la solucidén a un litro. Un mililitro de &es-
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ta solucidn contiene 20 milimoles de NaSCN.

Procedimiento.

Ponga 4 g. de suelo en un matraz erlenmeyer de 50 -
mi. y afiada 0.5 ml. dé tolueng, 8 mi. de buffer THAM, --
iml, de NHZSQQSZO;IIM! y agite el matraz hasta que se -
mezcle el contenido. Iapa é]lmatraz,y'pongélolen una in-~
cubadora ajustada a 37?6@ Dﬁsﬁu§s~de una hora quite la -
tapa y afiada Iﬂ_ml; de solucidn de formaldehfdo-sul?atom
dekpaTcio, agite el frasco y filtre la 501ucf§n a través
de un papel filtro Whatman # 2v. Pipetee 5 ml. del fil--
‘trado dentro de un tubo de ensaye, afiada 1 ml. de reacti
vo de nitrato fgrrico; y'mﬁda Ta absbrvancfa del color-
Qafé‘de1compiejo de\Sﬂﬂ formado énvun soiorimetrO‘ajus—
tado a una longitud de onda de 460 mm. Puede usarse un -
éépéctrofoﬁémetrc'Beckman modelo DBG ¢on una celda de --

1 cm. y una l&mpara de tungsteno como fuente de energia.

E1 contenido de tiocianato del filtrado se calcula-
usando como referencia ung grafica de‘calibracién hecha-
con los resultados obtenidos con patrones que contienen-
0,200, 400, 600, 800 y 1000 milimoles de tiécianato.ipa?

ra preparar esta grafica, afore, 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ml.
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de la solucidn patr5n=dé tiocianato a un Titro en matra-
ces volumétricos meEZCTE'1aS:SQTu@iOHES”COﬁ cﬁidadg,'Eﬁ
tongces pipetée\ancuatas dé 5 ml ‘de estas d11uc1ones pa
tron dentro de tubos de ensaye ¥ proceda COmo se descr1—
be parz»el andlisis de tiocianato en el filtrado del sue
To. S1 la inﬁenéid@é del color del fimtrad@ exc@dé aT”@é
trﬁﬁ»dé tiﬁﬁianétd de 1600 miT$m@1es; tome una'a1féﬁota~
mas pequena de1 f1]trado y afore el volumen a b ml con~-
‘agua antes de afiadir 1ml. deI react1vo de n1trate ferry

Los. controles deben trabajarse con cada sue1e para-
véescontar el 11gero coTor amar1110 derivade del suelo Pa
ra trabaaar Tos controles 51ga los procedlmlentas descr1
' tos para 1a act1v1dad Rhodanesa, pero haga 1a ad1c1on de
=1’m15 de KcH 0. 1 M. desnugs dg ia ad}cmnﬁvde‘golucwgn -

de formaldehido-sulfato de calcio.

~ Cualquier ca%ur?metro‘o*Espectafgtﬁmeﬁﬁa que permi-
ta medir Ya intensidad del color & 440-880 ﬁm; puede ser
usado para el anélisis-co1orfmétr?co de tiocianato en el
filtrado del suelo. ta}absohtian'maxima del color medido

es a 460 nm. y el color es estable por 16 menos durante-
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Juna,ﬁor@; Las gré&ficas de calibracidn preparadas a par--
tir de las soluciones ﬁatrﬁn de tiocianato son altamente
reproducibles y son idénticas a aquellas obtenidas cuan-
do los estandarés son preparados con amortiguadores de -

THAM en lugar de agua.

5.8 METODO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA SOLUBILI-
ZACION DE SULFUROS DE METALES PESADOS POR BACTERIAS
HETEROTROFICAS DEL SUELO (Michael A.Cole, 1979)

Para el ckecimﬁentp de Toé cultivos, bajo cualquier
otra especificacidn, se usa caldo nutritive (29) o caldo
nutritivo con 0.5% de glucosa (peso/voliimen); el medio-
sélido es preparado mediante la adiecidn de 15% de agar -
| (pesd/vOT,). Las cajas usadas bara,ér aislamiento de so-=
lubilizadores de PbS se preparan mezclando 15 mi. de -~ -
agar nutritivo adicionado con glucosa con 50 mg. de PbS-
estéril y permitiendo que solidﬁfﬁqﬁe se le afiade una so
bre capa de 15 ml. del mismo medio pero sin PbS. Las ca=
jas son inoculadas repartiendo una dilucidn apropiada de
la muestra de suelo sobre la superficie. Este método per

mite una separacion fisica entre Jas células y el PbS.
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Si Tos organismos so1ub1lazaﬁ el PbS. el plomo se -

difunde a traves de Ia sobre capa de agar ¥ es detecta--

ble en las celulas@

La sOTUbiTizacfﬁn del sulfurc de metal en un medio-
}?‘ ido se determ1na en un matriaz de Er]enmeyer de 250 -
mi., que contiene LOO‘mlw de medio y un tubo de dialisis
de 2.5 cm. de'dfimetrotén»e] cual se colocan 50 mg, del-
sulfuro de metal. E1 matraz se fnocula y se incuba“a - =
SUbﬁren'un agitador rotatorio a 250 rpm. Las muestras se
centrifugan durante 10 m§ﬁutos a & 3DD’rpmiy el conteni—
do de metal de Tas células y del cultivo sobrenadante se
determinan (ver detalleslmﬁs adelante), Se intuban en pa
'nalélb;para tcdbsiios expe?imentﬁs‘maﬁfacés sin inocular
que contienen tubos de &iéiisis:coﬁ sulfuro de metal pa-
ra verificar Ta integridad del tubo de df&?isis.‘El.ei@g
rimento se descarta si cualquier matraz sin inocular - =
muestra un valor de concentraﬁiﬁn de metal de 0.5 a 0.2-
mfligramos[mililitrd. Todos los experimentos se 1levan a
éabo por lo menos ‘tres veces. Los sulfuros de metal se -
preparan dentro dé'una semana de su uso por medio de Ta-
precipitacidn de una sal de acetato o sulfate de metal -

¢on un exceso de Naas.‘EI precipitado se lava repetida-=
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Tmente con agua destilada y se seca a 100°C. Los sulfu--
ros de metal se esterilizan e&n una soluciGn acuosa, den
tro del tubo de didlisis y se afiaden a los medios pre--

esterilizados.

Las concentraciones de metal en Tos cultivos se de
terminan ga%.med$o de un aspectqfqtametra deuabgorciénﬁ
atéﬁica, déspués de una digestidn de las células o del-
cultivo sobrenadante en HNO,; al 50% (vbii/#dTij durante

3 horas a 90°C.

Pof~este mismo métbdo se déterminan Tas concentra-
ciones minimas ﬁnhiﬁitorias de Ips iones de metales pe-
’ Sédos,kLDS'meta1es son reemplazadds como sales de‘aeété
fbt(Pb, €d y Hg) o sulfato (Zn) los que se adicionan co
‘mo saieQ.dewﬂeﬁaI\eSterﬁlizadas~por separadorai medﬁﬁ -
pﬁéesﬁerfliiadd us&ndﬁvuha serie de diluciones- de dos -
en‘dOSWVLns cultivos se incuban durante‘éa‘horas;<ﬁa»——
concentracidn minima inhibitoria (UIC) se define como =
la cantidad de metal mas baja quE~inhibs et crecimiento

completamente.

E1 crecimiento de las células se mide por medio ==



~ del incremento en la absorvancia a 50 nm.

5.9 METODO EXPERIMENTAL PARA MEJORAR UN SUELO SODICO
' SALING CON THIOBACILLI (S. W. Jadhav. 1978).

Este.esuunzmétqda de intefés practico ya gque se = &

aprovecha la capacidad de Thiobacillus thidoxidans y --

ThfeBaéiTTug'ﬁGVETTﬁs de'ﬁxi&ar el azufre y con ETTﬁrﬁﬁb

‘,vocar una d1sm1nuc1on en eT DH del suelo y de esta manes

.ra contrarrestar 1a a]ca11n1dad de 105 sue]os bas1cos-

- Thibacilli  se aisla en el medio de Waksman (7).

Una vez aislados Thiobacillus thiooxidans y Thiobacillus

3“ﬁaVé11ﬁ§”'SE ﬁﬁochTaﬁ‘én'e1»méaio dé;&2U?re a pH de 6.0

| y 5 0 respect1vamente (8) en matraces con1cos para te-—
ner suf1c15nte numero de bacherlas para el experimentn.
E1- sue]o se mezcla con azufre elementa] an polvo 12 -« =

i(va]/vo]) y SusﬁenSTﬂﬁ de bacterias 25 ml,/Kg. de sueto,

1ﬁeﬁﬁTgnog ET1 suelo se incuba a temperatura ambiente du-
rante un periodo de 56 dias. La humedad del suelo se& man

tiene a 50% de Ja capacidad de campo z To largo del pe-
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on afladiendo agua esterilizada en el mo

~rfodo dé incubaci
mento y en la cantidad en que se requiera,.
E1 experimento se lleva a cabo con suelos esterilizados-

y no esterilizados.

El pH se mide a los 14, 28, 42 y 56 dias deAincuba-'
cidn. E1 porcentaje de sodio intercambiable, 1a cohducﬁi
vidad.eTéctrica‘y el contenido de azufre como sulfato se
miden mediante IQS‘méfodbs descritos por Richapds (1968)

después de la incubacién (56 dias).



6. METODOS ANALITICOS
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6.1 METQDO.DE UEWTA EN PLACA.

o 5

1 1

[N
! :
~a F

Se trinsfieren’lﬂ gramoéjde muestra de suelo a un -
matraz que cdqtiene 95 ml. de agua‘y perlas de vidrio se
tapa &1 matraz yrse'ggita en posicion horizontal durante
Aiﬂ minutos; después de los 10 minutos se agita yigorosa-
hente por unos segundos y se transfierén 10 m1. del cen-
~tro de 1a SUSpensfén'aUncmatraz con 90 ﬁi. de agua usa§>
do una pipeta'éstéki1 de 10 ml. Esto establece una dilu-
eién 10772, | |

ﬁé esta segunda dilucidn, simi]&rmente se tranSfie-
ren 10 ml. a los respectivos matraces caon 90 ml, de agua

para tener upna serie de diluciones hasta 1077,

De la d%?uaﬁﬁn‘mis alta prépakaga (10'7) se trans--
fieren cantidades de 1 ml. a 5 cajas de petri estériles-
por med1o de una pipeta de 1 ml. Haga t?ansferéntias si-
m1lares de 1as dos siguientes diluciones mas bajas (107 -6
y 10 5) a otras cajas de Petri. En cada gaja se colocan-
aproximadamente 12 ml. de medio de cultivo. Inmediatamaé
te después de afiadir el medio, se gira T1a caja de Petri

con la mano para asegurarse que el medio de cultivo que



‘de bien mezcTado con &1 Thoculo.
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Una vez que el agar ha so]1d1f1cado se 1nv1erten-e~

]as ca;as y se 1ncuban a 25, 28 6 30° C durante por 10 me

 ﬁ0s 7 dTaS@:éSfpreferjble'dg I&_a LA\dlas,_'

arriba de 300 colonmas, la diluc1on ha STdO demas1ado ba@v
ja y 51 aque]]as de . 1a dllUClon mas baga muestran menos-

jde 3u< Ta d1]uc1cn ha s1do demas1ado aIta. En cualqu1era

de ios casos deseche todas Tas caJasn,S1 ]as caJas incu~-

badas aparecen sat1sfactor1amente, selecc1one las ‘cajas=

de'las dm]uc1ones en 1as cuales Se han desarrol]ado de

 .30 a 300 co1on1as per caJa

'Si dentro de este grupo una o dos cajas tiene una

" mis colonias de bacterias o de hongos (mayor de 2 cm. de

diimetre) se descaritan estas cajas sin contarlas.

Con Ta ayuda de un contador de colonias Quebec se -
cuentan el nimero total de colonias en cada una de Tas -

cajas de Petri,

O
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e Mult upheaﬁﬁﬁei nimero Zifr"‘fc)"m‘e:'ci'i?o'? de coloni ’a:,é?"lefﬁ "Tas
cajas de una_dildcién dada por el factor de dilucién se-
obtiene la cuenta tbtal viable por gramo de la muestrda -
de suelo hiimedo inicial. Dividiendo la cuenta porﬁgramoa.
de suelo hﬁmedo gntre-ﬁos‘gramqs_dé suelo seco por gramo -
“de suelo hiimedo, se obtiene el resultado en base a suelo

6.2 DETERMINACIONES TURBIDIMETRICA DE SULFATOS (METODO -
DE JAGKSON). | |

‘A.una muestra de 20 g. de sﬁéWo‘seco al aire conte-
nidos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml., se afaden - -
100 mi. de la solucibn extractora de Morgan (100 g. de -
acetato de sodié-y 30 ml. de dcido acético del 99.5% di-
sueTtos ¥y méZQTados cdn_sﬂo mi. de agua, éﬁorades‘a.iltjﬂk
se agita Ta suspens'ion durante media hora y'ﬁespués se -
filtra a través de un papel Whatman nimero 43 (o se cen-
trffugan hasta-qué quede claro). Se transfiere una ali--
cuota de 10 a 20 ml., a un matraz de 25 ml., y la precipi
tacidn se verifica adicionando~unvgram0 de cristales de-
BaCl, de tamafio adecuado (molides en un morterc de dgata

hasta que pases un tamiz de 0.5 mm. y queden retenidos -



___ por_ otro de 0. 25 mm) Y se anaden a ]a a11cuota que esta

en el matraz, ag1tando seQU1damente durante un minuto, -

En estas‘ccndncaonas;

1.~ $f la cantidad de sulfato se encuentra por deba
~bajo de Zﬁ’ﬁﬁm,se apade un mililitro de una so=

Tucidon al 0.25% de goma de acacia.

2.+ Si 14 cantndad de sulfato se eficuentra entre 20«
:y,40-ppma ge-anaden\&;mib de Ta so]uc1on de go-

ma de acacia.

Se afora e] volumen de la so]uc1on»y se ag1ta duraq

‘te un mlnuto. Las 3pcturas de turb1edad (f11+ro azuT en-

gon respecto a una guﬁva,pafﬁén caﬁsﬁfuida~a;ﬁartir-ﬂe.;

_cantidades conocidas de sulfato.



6‘3‘JMIGQEDETERMIMﬁ£ION'DEL AZUFRE (METODO DE JOHSON Y
 NISHITA). - ;. |

Aparato.- E1 aparato de digestidbn=destilacidn, co-

mo se muestra en la figura, consiste en un matraz de bo
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Ta, un refrigerante de agua, un thbo en U, Una'601umn@,e,_
de vidrio con 2 Tlaves y un tubo de salida (4 mm. de did
metro exterior) que llega a un matraz colector. El nftrg
geno que penetra dehtro del abaratp»de digesti?n-destili:
cibn, se lava en un matraz (no mostrado en la figura) --
que se coloca entre el tanque de nitr§geho»y el braza --

del matraz de bola, hécfénque‘buhbujear a través de una
seiUci@nde cloruro de mercurio en permanganato de pota- _
sio al 2%, para eliminar posibles trazas de gases de azu
fre. Para prevenir un burbujéo79xce9fvo,deutra'de1Mg——

traz de bola,ES‘esenc?aT que el tubo por el cual fluye -
el gas quefesta dentro del matraz de bola termine a uma-

distancia aproximada de 3 a 5 mm. del fondd del matraz.

E1 tubo desmontable que 1lega Ya matraz colector, -
es conectado al brazo de la columna de wvidrig con 2 Ila=
ves mediante una pieza corta de tubo de hule. E1 hule de
be estar libre de compuestos de azufre, para ello se - -

hierve con un alcali diluido y se lava cujdadosamente,

Espectrofotdmetro y colorimetro.- Se usa un especto

fotometro Beckman modelo B con celdas de 1 ¢m; datos com

parativos sobre un valor limitado son dados también - -



. usando un co]orlmetra fotoe1ectr1co Klett-Summerson con-

una celda de 4 cm y un f1ltro No 66.

'fﬁsforo rojo en 100 mziilltros de dcido ypdh1dr1gq (9T3~
vedadespecff{cal.T, grado metoxilo), y 75 piliif%ros -
de acido fdrmico al 9@% en,un matraz de bola de 250 wmili
Iitros;'Se introduce una corriente de nitrﬁgeho hacia el
fondo de].matfaz, para eliminar €1 sufuru de hidhﬁgeno -
ian1ucrado'y'tamb?én para prevenir el vacio.’ﬂalfénte =
la,mezs1arlentamente a 115?6 - 117°C dirante 1 a 1;5 ho-
ras. Tiémﬁbs Targos‘de caientam%ento'dan‘como resultado-
una gran reducc1on de] voiumen de] react1vo, t1empos cor
tos de calentammentn dan como resultado un react1vo de ~
paca estab111dad y,baao poder reductow. |
- dna .edlg ién en el vo]umen de aprOX1madamente 30% 58 --=
presenta durante la preparacwon del react1vo- ET reacti-
vo preparado de esta manera es estable por 2 0.3-semanas‘

¥ puede ser usado con precisidn y sensibilidad reductora,

Solucidn purificadora del nitrdgenc.- ARada un ex-

ceso de cloruro de mercurio, 5 a 10 g. por 100 mI. a una

solucion al 25% de permanganato de potasio.
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Solucidn para lavar de pirggalol-fosfato de sodfo.- -~

W'ngueiwa 1g gQ de'mcno?osfato de sodio y 10 g. de piroga
101 en 100 ml. de agua destilada 1ibre de azufre con Ta
ayuda de una corriente de nitrdgeno burbujeada a través-

de la solucidén. Prepdrese diariamente.

Agua destilada 1ibre de azufre.- Si es necesario, -

preparese destilando agua que contenga permanganato alca

1ino en un alambique de yidrio.

Solucion absorbente de‘sugfuroﬂdg_aqetato7de,sodiu

y acetato ﬁa,zinc,-, Disuelva en agua libre de azufre, =

50 g. de acetato de zinc dihfdratado y 12.5 g. de. aceta
to de sodio trihidratado. Afore el yolumen a 1 Tt. y fil
tre.

—

Solucidn de aminodimetilanilina;- Disuelva 2 g. de

‘sulfato de p-aminodimetilanilina en 150 ml. de agua des-
tilada. Afada 400 ml. de dcido sulfiirico concentrado. -

Enfrie y afore el volumen a 2 T&.

Sotucidn _de sulfato fé€rrico de amonio.- Afiada a -~

25 g; de sulfato férrico de amonio 5 ml. de dcido sulfi-

rico concentrado y 195 ml. de agua destilada.
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que contenga 5.434 g. de sulfato de potasio por litro,-
usando agua destilada 1ibre de azufre. Un mililitro de-
esta solucidn contiene un miligramo de azufre;

Lubricante moTido libre de szufre.- Mezcle aproxi

madamente 5 g. de 1ubficanﬁe de silicon Dow-Corning con
10 m1. de un volumen igual dé‘ﬁcidoiyﬂdhfdric0~y §cid0~
hipofosforoso. Caliente la ebullicidn con agitacidn fng
‘cuente durante 45 mﬁhutosh AI final del periodo de ebu-
Tliciﬁn vacfg la'mezclalicida y lave el lubricante cui-

dadosamente con agua libre de azufre.

Procediniento.- Lubrique todas Tas juntas con una

cantidad mjnﬁma dé lubricanté 1ibre de azufre, coloque—
10 ml. del reactivo de’#iﬁpgalﬁlsfas?atﬁ~dé sﬁdﬁﬁ en ia
columna de vidrio con 2 llaves; afiada 10 mffde Ta solu-
cién acetato de sodio -acetato de zinc a 7G ml. de agua

dé$tﬁTada‘iibre de azufre en un matraz volumétrico con-
tapa de vidrio de 100 ml. al que se usa como matraz co-
lector, y dentro del cual se coloca al tubo pequeiio que
va conectado al brazo de la columna de vidrio. Transfie

ra una alicuota del patrdn o de la muestra al matraz de



digestidn, no excediende de 2 mt, en voTumen {si es ne-
cesario uSﬁr grandes véTﬁmenes;'evabore casi a sequedad)
¥y que no contE?ga'mis de. 300 microorganismos de azufre -
al matraz de bola. ResUSbenda el fasfore rojo de la mez-
cla reductora mediante la agitacidn y afiada 4 ml. con --
Una’pipeta; Rapidamente una €1 condensador al matraz de
bola conectele el tubo qué viene del matraz por el cual
fluye e1~nitr§geno. Deje fluir el agua en el refrigeran-
te y ajuste el flujo de nitr6geno a través del sistema -
a una velocidad de 100 a 200‘m1; por minuto. Comience el
calentamiento y mantengalo a ebullicidn Tenta durante —
una hora. Quite el matraz colector. Usando una ﬁipeta de
Tiberécién ripida afada ﬁrontamente 10 mt. de solucidn -
de peaminodimeti]anfTina al matraz coTector; Tabe, mez-
cle, afiada 2 ml. de sbiucian de sulfato férrico amonio,-
‘tape, mezcle otra vez, afore a un volumen déterminadd y-
mezcle cuidadasamente,~Lea después de diez minutos pero-
dentro de 24 horas en un colorimetro o espectrofotdmetro
& 670 nm. ET sulfuro de hidr§geno\resu1tante se determi~

na espectrofotométricamente con azul de metileno.
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6.4 EXTRACCION Y DETERMINACION COLORIMETRICA DE TIOSUL-

FATO Y TERATIONATO EN SUELOS.(Y.M.Nor, 1977a)

Solucién de cloruro de 1itio.- LiCL (0.1 molar).
DiSUEiva 4.2 de LiCL enkaproximadamente-sao;mr. de agua

y afore el volumen a 1 1t. con agua.

.Sejucfaﬁ;ﬁaffﬁﬁ\déiﬁiﬁsﬁjfatdfaéAsﬁéigﬁ* DTS”elva -
3.871 g. de Nay$,04.5H,0 en aproximadamente 800 ml. de -
Li.CL 0.1 molar y ajuste el volumen a 1 1t. con el mismo

reactivo. Esta solucién contiene 1 mg. de azufre como --

‘tiosulfato por mililitro.

N Sﬁlu;ﬁﬁn»dgftiaﬂﬁrﬁidg;pﬁfﬁﬁigf% {lemejﬁy).>Df—-

suelva 6.51 g. de KCN en 39?0X?madamente‘8001m3.rde agua

y ajuste el volumen al 1 Tt,, con agua.

Solucidn deneidtUﬁo»Cﬁﬁfi¢o,~'C0.633‘moTari’ Disuel

va 5.63 g. de CuCl,. 2H, 0 en cerca de 800 ml. de agua -
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Solucign de ‘dcido nitrico-nitrate férrico.-

2
de Fe(NO,),.9H,0 en 100 mT. de HNO; concentrado (reac-

Fefﬂﬂgla.QH;G 0.25 molar; HNO, 3.1 molar. Disuelva 50 g.
tivo grado analitico, gr. esp. 1.42), afada esta solu=
cidn a 300 ml. de agua y ajuste el volumen a 500 ml.con

agud.

Agua.- Use agua destilada y deionizada.

E1 tetrationato de potasio (K25405) usando es sin=
tetizado como lo describe,Trudinger~(1961); Para prepa-
rar este compﬁesto, 50 g. de'tiosulf&tq‘de sodio - - =
(Nazszﬂz)‘sedisﬂeTvenen 100 ml. de agua y se oxidan -
con idddi Sg,aﬁade’Un exceso de acétatg‘de potasio, y =
el tetrationato de potasio precipita;mediante Ta adi- =~
sién‘ée 4 Vﬁ?ﬁmenes de etanol absolute, E1 K23406 prepa

rado se recristaliza tres veces con HCL 0.5 N.

Ppéced{miénto,

Ponga 10 g. de suelo en un matraz de 250 ml., afia-
da 50 m1. de LiCL 0.1 molar, tape el matraz, dgite el =
contenido durante .l: hora y filtre {(papel fiTtrn‘Whatw
man # 42) la SUSpensfén resultante. Si el extracto bb%ﬁ

nido contiene materiales coloidales, filtre el extracto
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a través de‘qna‘membranamfiTtre\Hétr1Cé1~GA—8 de 0.2 mi-

cras.

Para deterﬁinar el tiosulfato mas tetrafionatd, - -
transfiera una alicuota de 1 a 20 ml. del extracto que -
contiene 25-250 microgramos de azufre como tiosulfato o
tetrationato a un matraz volumétrico de 25 ml., afada -
1 m]; de KEN 0.1 molar, ggﬁte el matraz para mezclar ET
contenido y después de 15 minutos, afiada 2 ml. de - - -
CuC1,0.033 molary 1 ml. de reactivo de Fe(NOZ)-HNO,.
Afore a un volumen de 25 ml. con LiCL 0;1"maTar, inViqﬁ
ta el matraz varias veces para mezclar el Gdntgniﬁgj y
después de un‘mindto mida la absorbancia del color café
del complejo de tiocianato de fierro formado usando un-
expectrofotimetro ajustado a una‘iongitud'dé onda de --

460 nm.

Para determinar el tetrationato, se sigue el proce
dimiento descrito, pero se omite Ta adicién de 2 ml. de

CU(ﬂz 0.033 molar.

Calcule el contenido de tiosulfato mas tetrationa-

to o tetrationato de la alicuota analizada usando como-
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referencia tna gvﬁfﬁca de calibracidn hécha ékparfi& de~
las resultados obtenidos com patrones gue cantrenen 0,50,
lggj 150, 200 y 250 m1crogramos de azufre como tiosulfa—
to. Para prepanar-e@ta-gngfmga@ diluya una ancuata d& -
.j25*mT\ de 1a sﬁlﬂgiﬁﬁ‘ﬁafﬁén dé‘EZUFPQ como tiosulfato a
1 1t., con LICL 0.1 mo]ar, antonces pwpetee al1cuotas de
0, 25 4§ 6; 8 y 10 m1 de esta d11uc1on patrun dentro de
:matraces vo]umétricos de 25 m& y.preceda cumn se»descrm
be en la determinacidn de azufre como t1osu]fat0 mas azu
fre como tetrat1unato, Corr1ma las medldas de absorvan--
cia del patron con un b]anco obtenido usando LiCL 0.l ==
-mo]ar e 1nV1ertTendo el orden de adicisn de 105 react1--

vos espec1f1cos.-

Para cal cular Ta cantidad de azufre como ‘tétr’rati'afnig
to presente en Ta. muestra, multiplique Tbs ?esuiiadﬁs'qg
tenidos cﬁﬁ-eizﬁratedimﬁenta en ausencia ﬂE.CuZ + @ﬁ?‘é—
1.75: |

Las medidas de absorvancia séjﬁaﬁéﬁ usandg un espec
tofotﬁm&tr@ Beckman modelo DB-6 con una ¢elda de 1 cm. y

una lampara de tungsteno como fuente de energia.
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Determinacidn en suelTos de Ta ‘oxidacién de azufre

a tiosulfato y tetraticnato.

Coloque unma muestra de:ZQ.g; de suelo secado al ai-
- re dentro de un matraz de 250 mi., agregue 0.4 'g. de una

mezcla 1:99 de azufre elemental (sublimado)s;bolitas de -

vidnio,(dé'maila 130) 200 bpm de S en base al suelo) y

mezcle con guidadq; afiada 5 ml. de'agué‘goteando hasta

humédecer la muestra de suelo totalmente, e incube la -

muestra a 30°C durante varios periodos de tiempo. Los -

 controles se preparan.en la misma forma sin la adicidn

de azufre. El aZUFreiparcialm&nte oxidado y el sulfato -
se extraen con 100 ml. de LiCcL 0.1 moTar (filtrado a tra
vés de un papel fﬁitru‘ﬂhatman # 42 despuésrde agitaése-
duﬁagteauﬁa»hs?a),lPa?a»agegﬁ%a%:}a ausencia de materia-
les coloidales en el extracto, éste se filtra a través -
de un FthromembranamEtF?eéi GA-8de 0.2 micras, Al ex-
tracto obtenido se le determina tiosulfato y tetrationa-
to por el método que se describe anteriormente. E1 azu-

fre como sulfato se determina por el método de azul de-

metileno de Johnson y Nishﬁta {1952) a partir del mismo
extracto de suelo y a este resultado se lesustrae el azu=-
fre como tiosulfato y el azufre como tetrationato cuanti

fiﬁ&dcgi
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7.- MEDIOS DE CULTIVO.

}7&1 ;Med%d'deﬁ&eijer$n¢k@,(Waksmang 1922)

.Agua corr1ente;...i 1000 cec. - Nﬁﬂﬂlgg;gbgp.gi@@@wl gm.
)Nazszﬂs  £1‘§!€?§5§0 gmi ’NEHCOgucq-ﬁffosmpldngm-
-‘MgC]z@;,@..,.,m,w,.,,D.I,gma Medio no esterilizado.
7;2'Modifﬁcaci6n=§1'med$u de‘Bei&éFinck »6Wak§maﬁ, - e
"192?) Este med1o es e] m1sma que el 7. 1, con ]a ad1—-—
c1on de l% de CaCO3, pesado por separado, o 0.25 gm de‘

Caﬁly por 11tro.

) T;Sﬁﬁédip‘sﬁTida de Beijgr%ngk\ (waksman, 1922)

Agua corriente......1000 cc. NH c1....,..5 0.1 gm.
Na25203 waiinnwesvsadnl gQ@ Agar. .a .20.0 gm.
KzHPo4apiuwmwmmmm%wnt0%1 gm% EOH 0 Sfﬂ‘Z%‘dewCﬂﬁﬂgg
NaHCG3 cnmiiiw@ﬁ@wgiyubz gm; |

7.4 Medio de Jacobsen. (Halsman; 1922)r

0.5 gm. Ca60§‘o ﬁgeﬂg.-mﬁﬁmﬁ g

NH4CIm@mm,@!@,_,,,n,,0,5.gm@ Azufre precipitado 10 gm.



7.5 Medio de Lieske.

Agua ‘desti' ] adao i oae 1000 Qm.

R3252@3 &8 e

'MQC]Z.@
KZHP04 .. gﬂg}"i] - .

-t&r@
ﬁé@?ié;ii}ibyﬂﬁl
L L2 R -0' 2

7.6 Medio de Trautwein,
Adua aéstilada.;;;imﬂﬂﬂ
. M325203 2.0
JMQCTZ i e

NﬁzﬂPQ

LRI T T DR Sk A KR B A AN

cbu co" 1

z,.‘..........ﬂ 2 gm.

(Haksman,

gm.
gm.

Qm@

gm@
am,

gm.

1922).

{Waksman 4 1922)

'-‘i:

HNO, ERREEE
NHALC 1 R T U ? H

NaHEOqe e vunnns

7.7 Med1o de Waksman. {Waksman, 1922).

Agua dest11ada.,u 1000 CC.
'Lﬂﬁg)asg&fi!ewﬁwéa@
KZHPO 4- .. w .-= “w

‘K‘C"'l LR N L ]

2.0 gm.
L O l Aa“voj gm-

LA AR I O )

y;@~;0ﬁ5 gm.

7.8 Primera modificacidn al

medio de Waksman.

.7H 0.

MgSD4 20

. FeSO
-‘Azufre@ﬁ@p;iqu

Ca3(P04)2...

Agua destilada.....1000 cc.

{‘Nﬂjq)‘ 25043 LI T 2 O L ﬂ - ’2 gm-

Para T. thicoxidans.

Feso4n E U I A O

KHQPOQ@@i@imwmu

P 00 ™ 5

4""" A WM W & & e RN

LR

..1.0
QQD?I
,ai.ﬁf

gmw

gm.
0@01 Qm;
L10.0

gm.

gm.

- (Haksman,

@EBW& gmu
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. 7H O B L R R 0. 5 ngl. AZ Ufre . -  I A I 10 ‘-0 g;m.«;-
CaC1~a_, . » , :»ngwO;ZB gm@ pHQi@!§ng!i-ijq;4-0 Qm.

7.9 Seganda'modfffcatiﬁn @j medio de Waksman.
(Waksman, 1922).
{pH de 3.0)
(NH4)2 4 4?"“#*£¢§012 gmi AZUfrew;@!%itéqwlogﬂ gmj

MgS0,.7Hy0. cevuv....0.5 gn.  KH,PO,,1.0M.....80  cc.
| (Solucidn).

FeSG4

fereeeeennen 0,01 g HgPO,, 1.0 N....20  cc.
(SoTuc1on)

Faa(PO )2..‘_,,.,.;@.2.5,9m. ,Agua dest11ada.‘1000 cc.

Nota: en los medios 7.7, 7.8 y 7.9 el azufre y el —e<o=

Cas(PO,), se pesan pﬁr'seﬁaraéos4en-ffasgos‘fﬁdfvi&ua~'

les. Se esterilizan‘en 3 d?as consecutivos con vapor =

durante 30 minutos.

7.10 Medio soélido de Waksman para T. thicoxidans. ---

(1922).
Agua desta]ada..,..lﬂoo cc. CaCTz.wa;,&,.m..D;ZS gM.
‘Na25203 .f...f,!f,,s_o gm. KH P04‘...,...,.3,ﬂ gm.
NH401®@@6@Uw-®iifi¢lnb1 ng Agar--ictiﬁww;izoﬁo. ng
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7.11 Medio Bisico de sales de Allen (Allen, 1959).
Macroelementos.
(NH4)2$04A"‘!f!@té G-Ol‘M Eei‘ﬁ*‘T!ﬁ"fég 4‘6 mgfL
L U@OOZFM .Mnc@m@1-;sp1@wm Uis mg/L
Bmghas-qpmyy@xy 0.5 mg/l

0.01 M

4. . ..o LI I
‘GaCIQmh;mwwﬁosqp--quooos ME Zﬁf:moj‘@w@?;.;O?Qﬁ‘mg/L

2 o
: H2504- O 0 " 00 1 M CU. TEm e de sy 0'02 mg/L
’ MOq LIRS '9.- E R T I w0001 m g/L

V- * s #®e -“b O S S T A 5 ‘;0 ¥ 01 mg/L

7.12 Medio de Weiringa para microorganismos que oxidan
el azufre. (Weiringa, 1966). |
Medﬁd‘ton azufre precfpitadé.in sitﬁ a partir de
polisulfuro. Se usa é1 sﬁguiente,madio basal:
'KZHPU4,' 500 mg;‘(NH4)2304, 500 mg3 MgS0,.7H,0, 250 mg;
63312, 100 mg; silicato de Na, 0.1 ml; Fe EDTA, 5 mg; -
solucion de microelementos de Gaffron (Hughes y col. -~
1958), 0.8 mi; agar dializado (oxoid #3), 15 g; agua --
destilada. Aproximadamente de 25-30 mi. de medio basal-
derretida,féstéril y a una temperatura de 60€ se vier--
ten dentro de cajas de Petri de 10cm. que contienen de-

1 a 1.5 ml. de HCT 0.1 N. Después de mezclar el medio -
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se HEQa'SQIidi?icaf; Una capa delgada 10 m] de medio ba
Sal Supiementagc con polisulfuro, se‘vigr%éﬂ'enéima de~
la primera cdpa. La colucion de polisulfurc sg;prep@ra~
mediante Ta saturacidn dg-gna'ssﬁuc?én»satnrada de'wazﬁ
en agua GUm azufre éiement@@;nseguida:détla asterilizaa
:gian@;Para ta prepéraciﬁn del mediu de Ta capa superior
'baSﬁan d0s,m%mT1iﬁrb§ de ésta solucidn por Tftravde;méa
~ dio basal. E1 HCI de la capa inferior se difunde a tra-
wés'déJTa G@D&‘dé“éﬂﬁima y'ancigita el azufre de?:pﬁii‘
sui?uro’ccme una suspensiﬁﬁ‘muy’fiﬁa.’ET HQS qaé Twéga;
ra a formarse se e11m1na calentando la caaa ‘en un bafio~

de agua.,

7.13 Medio S para Ihiobacillus (Postgate, 1966).

Azufre@i@g;;gw;;,@@;@ilﬂ_g; Agua destilada 1 1itro.

(o Nazszos.ﬁﬁ 0}).vuewe 5 g.  Se esteriliza con vapor
(NH4)2504..i5i..,.,..? -4 g, si el azufre es el sus--
KHHPOﬁ.wmwa;.o..,@ 2-4 g.  trato, de otra manera se.

CaCl ,@@@;;ﬁ;?;i;0@25wg; - usa el autnclave.

2%
HQSQQ..‘W;M,;Q...,._ O@E\Q,' Para el valor del pH ver

FE’304 s e s a PRI kvi & 1‘0‘ ‘mg o e }‘ inc'i S0 &, 1»5-
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7.14 Med1o R para T den1tr1F1cans inicamente (Post—--

, gate, 1966)

HH4Cﬂ”””h“,,.ﬂ,;.,;;;‘GuS g. Agua comr1ente 1 11tr0.--
MngémSHZGim@ggq;j@?§ QQSIQM AJUSte E] pH a 7 ]@S -

KHZPO4 ,w.;;.mwm@@m, 2;G g._ ,so]uc1ones de h1erro,: -
gNaZS 0 5H

0. ;@ys,;¢ 5 0 g. ﬁgsfato~¥ charuqnata,ge}‘

2

‘:’,3".':9"9'-,':;ooo..“n“m,o'-]m-w"Z-DO e Y

| g

- KNO g

NaHCOB AR e sa | 1.0 g. | temente,
.

esteﬁilizanvihdgpendien—

FBSO THﬂo ’.v-¢°l0WO i

4= THpOwcesnne

7.15 Med1o F para Thlcbac111us (postgate, 1966)
4)2 4,t!l®mmip00ﬂ D 15 g

Kﬂ]gii-ibiiif@@:.o.n- 0 UE g

| ‘fvizﬂzﬂ..Q..f...m. 0.5 g

wKHWPOF'iw;@iib?PW!-tQ 0@05 g;

&gua corriente 1 litro. Afada 10 ml. de una sﬁlugiﬁn'ét
10% de,FeSO4,7HZO.esterfiizéda por separado; compruebe-
que e valor del pH sea de alrededor de 3.5 después de

Ta inoculacion.

NOTA: EV1 rendimiento de Thigbacitius se jncrementa si=-
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se aflade una solucidn de elementos traza al medio de ==
cultivo. La cual contiene: EDTA, 50 g.; Znso4.7H20m 22
g,;'cactz,'5,54 g. 3 MnC1.4H,0, 5.06 g.; FeSO,.H,0, 4.99
g.3 CNHQ)GMQ7024Q4HZQ; 1.1 9.3 CUSOQ,SHZD, 1.57 gu3 ===
1 €0C1,.6H,0, 1.61 g.; agua, 1 litre; a un pH de 6 con --
KOH. Se afade a una p&rtéfpor‘IOQé éste tomp]ementp,SUa
ple al hierro inOrgéﬁicc, el-cua1tpuedevser%omitido en-

los medios S y R arriba mencionados.

7.16 Caldo Bacto-Thiobacillus.

Tiosulfato de s0di0.ewsssvee 5.0 g.
Sulfato de amomio........... 0.4 g.
Fosfato:monapotisico,.;j@!@i 4.0 g.
Cloruro de calciO...nesesses0.25 .
Sulfato de magnesio§;,.g,... 0.5 g.

S u“! fa 'Eo ferY’OSO. R 0.01 g.

Para rehidratar el caldo BactoéThjcbacitius, suspenda -

10.2 g. en 1000 mi.de agua destilada.

7.17 Agar Bacto-Thiobacillus.

Tiosulfato de sodio......s=. 5.0 g.
Sulfato de amoni0..:vseovsee. 0.5 .

Fosfato monopotasico........ 4 0 g.
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Cloruro de Calgi0ieesvee.... 0.25 g.
SUjfatO d& magneS{O,.gy@@!g. 0.5 g.
Sulfato ferroso.:.sevenecsass 0:01 g.

Bﬁﬁtq-ﬁgﬂf.p..,.«¢.,.!@3;1331255 g-

Para rehidratar el Agar Bacto-Thiobacillus, suspenda --

22.7 g. en 1000 ml. de agua destilada.

7.18 Medio B bara bacterias que reducen el sulfato ---
(Postgate, 1966).
KHZP 04 R RIS TR SRR SR I 3 S A 0° 5 g' ACi dO AS cﬁ Y’b 1 co Tt 1.0 g.

NH@C]V:Q@p@Q&imQtt-M"!i 1¢Q gv Agido

4 , -
Caso4ec..‘..bw@pi@~y@¢§- 1-0_g§ t%ﬂg1fcalicoyp:§~@1~0 g.

MgSO O R EE R R R R 2’ a: 0 -g . Fe504. 7H20 R RN -‘10 .5 g . )

4772

<TH

Extracto de levadura.... 1.0 g.
Agua corriente 1 litro; ajuste el pH entre 7 y 7.5. Es-=
te medio siempre contiene un precipitado. Debeé afiadirse
NaCl para especies marinas,vo usar agua de mar en Tugar

de agua corriente.

7.19 Medio € para bacterias que reducen el sulfato.

(Postgate, 1966).



KH2P04ob-a‘no.nuu;r@ji;§ Qgﬁ SQ.EEStracta de'

NH4C].a G T e R AR Y. e e e . ltaﬂgr ﬁEVﬁdUFﬁy@le;@;;lgo g;

‘CaC] 6“2 ;5.@@?§;§2§;i;0606”gr Eiﬁ?ﬁiﬁ‘dér |

M9504@1H‘OWEMHﬂ@OTpMQO.Lg 06 g; M@i&“zﬂ?mit-m@ii;ﬂtgbgu:

2
Lactatoderﬂé..;..;g.,.; 6. 0 g-,_

Agua dest1]ada I 11tro, pH 7.5 ¢ - tq. 2. Este medio puede—
enturbmarse_despugs de],autOgﬂaveado pero se:&claﬁara =
al EﬂfTiarseg Afiadir Nagiextra-éara especies de;@gdas~"

-saladas.

7.20 fMédin D para bé@ﬁerias qHEjbeducénlél sulfato ===
o (Postgate, 1966) . | . B -
-H2P04 ...,,,g!gg!»;,,g>ﬂ 5. g »‘FeSQ4,7H20;.mg;;QfOQiLBf
Mﬁ,cw;,;mgi;,,;.i;;.;;.“l 0. g, Piruvato de Na....3.5 g.
,CaC1 2H O.....a.....‘.lo 1 g. o Clorure de |
Mgc1 .GH 0,.‘.,*.......’1.639u  china..,;.g;,;;&,l.ﬂmg.'
Estracto de |

1evadu%a;..;;;;;@;§;;;f 1;0‘9: |
Agua destilada 1 Jiiﬁa,“pﬂ 7 5 * ‘0 2 Ester111zar por -
filtracidn; aﬁadirwNQCI»extra_para especies de aguas sa

ladas.
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7.21 Medio E para bacterias que reducen sulfato
(Postgate, 1966)¢ |

. 0.5 g. Acido ascérbico.. 1.0 g.
NB,Cluvrrennnnnnsenans 1.0 6. Acido -
NaySOyevevneeennveess 1.0 g Tioglicilico..... 1.0 g.
CaCTy.6Hy0u.ouvsveenvn 1.0 g. FeSO0,.7H,0....... 0.5 g.
;Mg312,7H20.,‘..‘,ig@,. 2.0 g.  Agar..........os.s 15 g.
Lactato dEfNa,;...i,@, 3.5 g;.

Extracto de Tevadura.. 1.0 g.

Agua corriente 1 litro, ajuste el pH a 7.6 con NaOH ~--
después de hervir para disolver el agar. Autoclaveado -
¥y se usa antes de que so]1d1f1que. Afiada NaCl extra pa-

ra especies de agua salada

7.22 Medio T para bacterias SUTfuPQSa-ﬁotosintétisas!
(Postgate, 1966).

K32904,..5..w.,.5h,;.,, 1g. NaCleeeuwsewsnnnwws 10 g.

N84

MgC1

C] E S N ZNT DO ST I A TR TNT U 4 . . & B e 1 g. Agua desti] ada c e & 8 8 1 } 1‘ -
szH 6..‘!* P s..f.v.._;g.f)‘.fs g.
(Cuando sea necesario permitase en este vollmen -

las adiciones dadas abajo).
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Elémentqs traza: Afiada 1 ml de la siguiente solucidn =

(esterilizada por separado) a cada litro del medio bdsi-
,CG T:vFeﬁ13;6Hzo, 1.5»mg.; Cuclzgzﬂzo, 1 mg; Ni014,6HZO,
2 mg.s Na?MOO4@Co(N03}2,Eﬂ20,yﬂpﬂs 9.5 Cus0,.5H,0, 0.005
g.; MnCl,.6H,0, 0.005 g.; agua destilada, 1.1.

Adiciones posteriores:

Las soluciones siguientes deben hacerse mis con--
centradas,‘esteriIiZa&as por separado mediahte filtra--
¢i6n y deben ser afiadidas al medio bdsico T inmediata--
mente antes de usarse, “

fa)éNaHE63; 2 g/1 de medio basico para todas las
especies. Esterilizada justo antes de usarse. |

(b) Na,$.9H,0: 1g/1 para Chlorobium limicola ---

0.2 g./1 pararﬁhbroﬁium”fhiosu}fatpnh?Tum, Chromatium,~

,‘Thinpédi&;

(c) Na,5,0,.5H,0: 1 g./T1 para Chlorobium thiosul-

fatophilum, Chromatium, Thiopedia.

(d) Malato de Sodio: 1 g./7 para Chromatium, ----

Thiopedia.

(e) H PO a pH de 7 - 7.2 para especies Chlorobium

y 8.0 - 8.4 para Chromatium, Thiopedia.
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Nota: Chlrobium Iimicola crece mejor si el medio com--

pleto es preparado el dia anterior a Iayﬁnaduiaciﬁn_y'ﬁ
mantenido toda la noche en un‘?efﬁiseradnf CaniﬁotelT&Q
Tléﬁasié'iﬁmeﬁﬁatamén%e‘anﬁes-&e'Ta inoculacion una adi
cidn posterior de Na,S.9H,0 es hecha £1 9ata de;NaESi-~*
“QJHZ‘Q;/},LTI-G? ml. de medio a 1 10%. S

7.23 HEdio‘P-para-baﬁieriés'squﬁrqsas»f@tnSintéticas; :

(Pbsfgﬁtei 1966). | | | | .

_Solueion 1. | | | - ”
| caciz,_.m,;_;,_{;;.@.;ﬁlA g. 'Egﬁéfiliiadg'en -
'.Agua7des;%jada@@@,i@;;la1' . autnﬁTave,

SoTueidn 2.(a) | - .

EDTA, 0.5 g.3 FeS0,.7H,0, 0.2 g.3 ZnSOA.YHQQ 10-
mg., MnC12,4H 0, 3 mdg.; H. B » 30 mg.3 EnGLwﬁﬂxﬂ 20 mg.
- CuC]ZZH‘O 1 mg,, NIC] SH‘ 0 2 mg.; i‘{a Mo@ ZHZG 3 -
mgiirﬁgué destiTada 1 1.; disuelva en EETA PRIMERO.,

 Solucién 2(b}. f
ci a:n%a‘;c'*abva‘l‘uaﬁiri?n;a R L Agﬁa deStﬂaua 1{)0 lﬁﬁm |
Solucidn 2(c}).

2P0y

agua.destilada mis --



KGT vgz‘;-’ & & ‘ - e %
NH,CTvwsnns

4

'M@BTzeﬁﬁzﬂwag

‘Solucidn 3.
NaHCco
Agua |
destilada,

So]uc1on 4,

3.:&.-q4 5 g.‘

..900 wl.
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1g9. 3ml. de solucién 2(b).

1 g.

- Sature con Gﬂz“por‘sﬂfmfn._-

.G. 30 ml. de solucion 2(a) mis

~por burbujeo. Mezcle con las

rilize sobre la presidn de -

o, .

Agua dest11ada..3 g. Puede ser autoclaveado.

‘Na S . 9H, 0....?00 m1

2"

Mezcle las soluciones 2 + 3 con la solucidn 1
Ta proporcidn de 2 :
{vjvi’dé solucion 4 de acuerdo a los requerimientos

sulfuro del organismo. Use pH de 6.7 -~ 6.9 para las

" Parcialmente neutralizado --

soluciones 2 y filtre y este

con HZSO4 estéril aﬁteside“”

US arse.

1. Afiada 2.4 a 4.8 por ciento

de

terias verdes, 6 9 - 7.2 para Tas pﬁrpuras; En botellas

11enas y fuer emente cerradas con el medio P. puaden =

ser guardadas en Tas abscur1dad per varios meses.

en-
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7.24 Medio de Vishniac y Santer. (Vﬁshmiac~y'33hﬁéfi‘
- 1957). - -

Na25203.5H20 ..,,f,,,.:IO -0 g. ,NH4CT' . ‘uéf,,i,,q,gg; 

KH, PO4 ;..g;.....;,;m;Q:A-ﬂ.g@ "Soluc1on de

KZHPOHW@,,@;,...@,@;;ﬁ 4.0 g;l‘:metales traza .+ 10,0 m],

'Mgso 7H 0 R EET E R ke Om 8 g . Hzo . O A ]“ 0000 m] -

4°°72

SoTUé%ﬁﬁ de metales traza: Rtid@‘ethfEﬁdfamﬁﬂ --
tetra acético 50.0 Ges ZnSo4 7H2O 22 079.» CaG] 5 54 9.5
-MnC] 4H 0 5.06 g., Fe504,7H20 4.99 g., (NH4)6M97 28
4H 0 1.57 g., Cac12 GHZO 1.61 g

H

0=]ilo g,, CuSO,.5H,

2 4°772
0 1000 m1. Ajuste el nH 2 6.0 con KOH.

pd
En dos o tres dfas a 30°C el cultivo fluido se --=
torna tﬁmbio,y acido. Sé~toma'una asada de Ta superfi--
cie ¥y se e@ﬁarhe‘én un medio dé‘agar;dé Ta misma compo-~-
§Tci6ﬁ; Dentro de ds\hayasxpequeﬁaé colonias opacas apa
recen, con un tmnte anaran:ade en el centro de Ias co]o«
nias. En:el tercer dia- Ias c010n1as son blancas 0 ama-
‘ri1Ta§’Gﬁn azufre precipitadci Dos subcultivos sucesi-~
vos de una sola colonia éseguran una pureza bacteriold-



7.25 Medio de Porter y colaboradores (POrter,.wiThe?Tm,

y Tresner, 1960).

ﬁIiCéFO] a;.@,y.,y,@QO g« 565047H20;5-.m@,;,q0‘] g‘
L'a Y‘g in .ina s e se Wi e T 2. - 5 gr- Mgs 04] 7H2 ) . e 6e ;'if LR S 1-0" - T g .
HaCl.ioevenonoweenaa 1.0 g. AGar ..ceesvees....20.09.

€a£03wiiqionquo&c;b0®1 g( . AQU&:deSfiTEda !itii’d 1@

7.26 Medio de Czapek Dox/polisulfuro. (Wainwright 1978)

S2c2ro0sd ........30.0 g.  Cloruro de potasio 0.5 g.
Hitrato de sodio :3;0 g. Sulfato ferroso ...0.01 g¢.
Fosfato dipotdsicol.0 g. RGAr ..ovisesess..15.0 g.
sulfato de magnesio 0.5g. Agua destitada ... 1.0 1.

pH final de 6.8

ﬁpfoxfmadameﬁte de 25-30 ml. de este medio derretido y

estéril a una temperatura de 60°C, se vierten dentro de
cajas de Petri de 10 cm. gque contienen de T a 1.5 ml. -
de solucidn 0.1N de HC1. Después de mezclar el medio -
se deja solidificar. Una capa delgada de Iﬂ‘mla de as-

te medio suplementado con polisulfuro, se vierten enci-
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ma de ia pr1mera capa. La 501uc1on de po]1su1furo es}--
preparada med1ante Ta saturac1on de una so]uc1on satura—
da de Hazsten‘agua‘ccn azafre elementals sggumda Qe,la -
esterilizacidn. 2ml. de esta solucisn por Titro de medio
‘baSqI bastan para la P”@PﬁfaCiGHVdelzmﬁdi§ d§ Ia’capa~de

encima. Se Te aﬁade éstﬁeﬁtﬁmﬁcﬁﬁa»ﬁs mg;[ﬂ) para ayu--

7.27 H@dwo,Aﬁ”paﬁa Thiebacillus thiooxidans.. (ATCC).

AZ"fFe'@n *PQFVQ mibiﬁ;]G-G Ql ﬂ&t}?‘wevs'--‘ﬂgz5 Q;
Q ﬂ623207o R E RN BB ¥ 5 ;0 g s FESﬁé- & ..a v # ‘Owg 1 : 9.
KHzpﬁ4 cemmnevsvasesses 4.0 g. Agua destiladal.0 1.

MQSO 7H 0 ;i;;fiﬂﬁ;!ﬁﬁ d;gbg@ bpwii;iiiﬁg;@;;Y;Gk.

472 R o
(NH ) 2504 inumw@féw§0iﬂ-4 g@

7.28 Medio para Thiobacillus tﬁiookﬁdaﬁs (ATTC)
NH4€J iﬁwipé@@@@gﬁ&@gﬁﬂ{}*gg Cac]ztmnu.u@%yM@ii.aiO;Ivg;.

. KHZPOQIjwénmﬁwmwwmwmwiﬁﬁa gv ‘Nazsz 355H2) WFfwopr!EWO g!
Mg612ms@iniij@¢@jii®@f0@1 9@  Agu@ desylladamw%!aijigg T'

Ajuste el PH a 4.2. Esterilice con vapor durante--
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30 minutes. por tres dias sucesfvbs.
7.29 Medio de caldo nutritivo.

Estracto de carne ......3.0 g. Agua destilada ..1000ml.

Peptbha @..{,,,,,,mw‘.;,Saﬂ g.

Susprender el extracto de carne y 1a pebtoﬁa‘en -
el agua y calentar;paf3«dfsol¥er a 60°C. Enfriar, ajus--
tar el pH a 7.0 - 7.2. estehiTizar,a‘lZI”C;durante 15

minutos.
7.30 Me&ig de Czapek Dox Agar.

Sacarosa cesvses 30.0 g. Cloruro de potasio 0.5 g.
Nitrate de sodio 3.0 g. Sulfato ferroso 0.01 g.
Fosfato dipotdsicol.0 g. - BgAYr .civeeneenn. 15.0 g,
Sulfato de magnesio 0.5. 4. PH i sineaneesT.3
Agua destilada ..;Ign 1.



7.31 Medio € de Butlin y col (1949) de lactato de so-=

dio extracto de levadura-sulfato. Wakao (1972)}.

Lactato de sodio .......3.5 g
extracto de Tevadura ..1.0 g

Na2504 e e h e, 1 - 0

FESO4. 7H20 L 3 - . [N I 2 .0 . 2 g

CaCl,.2H,0 .....0un0.1 BGAF ceanvassssirancas 15,0 @

4: 7H20 - & p o e a0 2. 0

@ v | w @

MgSOo

Estos éomponentes se diéueiﬁem en un litro de ~---
auga‘dEStilada y el pH del medio se ajusta a 7.2~7.4 con
una solucién de NaOH. Después de esterilizar el medio--
enfautoc?ave se suplementan pﬁr‘Sepaﬁado los agentes re=
ductores (0.01% de tioglicolato de sodio y 0.01% de as--

corbato de sodio).



CONCLUSIOHNES

En la literatura reviséda se eﬁcontraron-medios de
cultivo adecuados para el aislamiento y cuantificacidn -
de Tns,microorganismos,del azufre, los cuales han sido -
utilizados por diyersos investigadores con buenos resul-

tados.

Los métodos para la deferminaciﬁn cuantitativa del
nimero viable de bacterias que reducen el sulfatc ya han
sido discutidas pot diversos autores y estin divididos -
en dos grupos: Tos métodos de'siembra en medios 1iqui--
dos y los métodos de siembra en placa y cuantificacién de

colonias especificas que oscurecen el medio de cultivo.

En los mé&todos de cuenta por dilucidn el niimero de
bacterias que reducen el sulfato se determina mediante =
diluciones de series de diez en medios liquidos o semi-
sd1idos que contengan lactato o sales inorgidnicas, apli-
cando el método del niimero mds probable, En el caso de -
Jos métodos de cuenta de colonias, se usa el medio se---

lectivo de agar nutritivo para obtener colenias negras -



discretas despues de la 1ncubac1on, a part1r de las cua-

!es se calcula el numero viable de organ1smos.-

Un buen nimero de medios 17quides y s6l1ides han -=

sido gesarruliados‘para'ajs]arjy gnumandr;a‘ihidb&@fijgg
Ayvbéeterfas‘autﬁtro¥as-qné»bﬁidan el dzufre. Tddas’éares'
'_cen de una Tuénte de carbono, pero contwenen azufre eleA
mental 0 ticsulfato b4 sun usados en conaunc1on con las-==
técnicas de dilucidn o del nimero mis prﬁbablew Es fre--
.cﬁeniéuét7asﬂmﬁr7érr6neamante.QUe todas Tas bactér{as-as
que se desarrollan en 1a superf1c1e del medio quimioau--

totref1co san Th1obac1]1us, De cuatquier manera, estas-—

| baeterfaS;genéralmente se presentan en cantidades reduﬂ—
‘cidas en los suelos y ﬁSuaTmenfe es necesario espércir”-
diluciones bajasiﬁe suspensiones de sgeﬂa en la supéerfi=
cie del medio para poder cuantificar. Existe entonces --
peligro de que se acarreen suficientesinutrientes‘eh Ta
suspensidn del suelo y &stos permiten el crecimiento de
bacterias heterotrdficas. Para evitar la posibilidad de
contar colonias ﬁétérﬁt?nfas,'lasicdmonias,&esaﬁwa]1aye
das S&'resiembrah por duplicado en un medic fresco y es

pecifico para el crecimiento de microorganismos autotrd
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fos, eliminando de esta manera los materiales aportados

por la suspensidén inicial del suelo.

El medio de azufre descrito por Heiringa (12) es-
itil debido a que nos da una indicacidn visual directa-

de Ta presencia de bacterias gque oxidan el azufre.

aislan bacterias quimioautdtrofas dcido sensitivas que-
utilizan el azufre én tanto gque para el aislamiento de-
bacterias que s6lo usan el tiosulfato, ¢ que son lentas

para utilizar el azufre, no es recomendable este método.

wls

E1 medio de Weiringa también se emplea para ais---
lar a 105 microorganismos heterdétrofos que oxidan el a-
zufre de acuerdo a l1a modificacion hecha por Wainwright.

(26)-

Las técnicas para la determinacidon de azufre total-
y compuestos del azufre (sulfato, tetrationato y tiosul
fato) en el suelo y los medios de cultivo, también se -

revisaron y existen técnicas adecuadas para llevar a -~
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cabo tales mediciones.

Para la determinacidn de la actividad biogquimica -
de los microorganismos del ciclo del azufre, se encontra
ron medios de cultive adecuados y diversos métodos utili
zados para estudiar algunos aspectos de 1la actividad big
guimica de estos microorganismos. Sin embargo, ekfstén»-
problemas tedricos interesantes por resqiyer, tales como
el papel de ]osxmicroﬁ?ganismos,heterﬁtrofbs:en Ta oxida

cion del azufre, y la ruta bioquimica -involucrada.

Hay también interés y necesidad de un modelo real
del cﬁtld global del azufre y de investigar y detefmin&r
Tas formas y cant€dades de azufre emitidas al medio am--
ibiente en los sistemas acudticos y terrestre, ya que --=
existe duda en lo concerniente a la cﬂﬂfiab%1idaﬁkde la
mayoria de datos publicados en lo referehte a Tas formas
y cantidades del azufre en el aire, debido a que la ma--
yoria de los métodos para 1a determinacidn de Tos com--=
puestos de azufre en el aire deben ser considerados en -
un estado de evolucidn ya que Ta infarmaCﬁﬁn basada en -~
la exactitud, precisiﬁn y confiabilidad de estos métodos

es muy Timitada.
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