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INTRODUCCION

Es en el mar donde la reduccién biolégica de los sulfatos a sulfuros se ha
primeramente presentado y demostrado de manera indirecta. En el curso de la
expedicion CHALLENGER, MURRAY e IRVINE (1) analizaron numerosas muestras de
lodos negro-azulados y demostraron que este tipo sedimentario extremadamente
comin en los fondos ocednicos, estd caracterizado por un fuerte contenido en
sulfuros, por una débil concentracién en iones sulfatos y por un aumento pro-
porcional del contenido en carbonatos. Estos autores han considerado que la for-
macién de estos sedimentos estaba ligada a un doble proceso de reduccién. De
una parte el paso de los sulfatos a sulfuros y de otra, el desplazamiento de los
sulfuros por el i6n carbonato, procesos que conducen a la precipitacién de los
carbonatos alcalinos y alcalinoterrenos con liberacién de &cido sulfhidrico. Por
otra parte demostraron la naturaleza biolégica del proceso por el cual los sul-
fatos son reducidos a sulfuros. Observaron (1) que si se siembra en un medio
rico en sulfatos, una muestra fresca de lodo negro-azulado, los sulfatos son ra-
pidamente reducido a sulfuros, pero cue la esterilizacion.

Estas experiencias tuvieron una gran resonancia. Los bidlogos rusos sefiala-
ron hacia 1880 (citado por J. SENEz (2)) que las aguas profundas del Mar Negro
contenian cantidades extremadamente elevadas de SH:. Encontraron estos inves-
tigadores que no habia SH: en la superficie, que a unos 180 metros de profundidad
la cifra media era de 45 mg/litro y el orden de 1 gramo por el litro a 2.160
metros.

Las verdaderas bacterias sulfato-reductoras fueron descubiertas en Holanda
por BELJERINCK en 1895, (3) quien primeramente las aislé a partir de lodo de
un canal de agua dulce y les dio el nombre de Spirillum desulfuricans. Poco des-
pués van DELDEN en 1904 (4) aislé en aguas litorales de este mismo pais un ger-
men que denominé Spirillum aestuarii. Este organismo ha sido reaislado por Issa-
TCHENKO en 1924 (5) en las aguas libres y sedimentos del Mar Negro.

Posteriormente bacterias sulfato-reductoras se han puesto de manifiesto por
diversos autores en diferentes biotipos marinos. Asi ZOBELL y RITTENBERG (6) las
han investigado sistematicamente en los sedimentos marinos y han demostrado

(*) Para la realizacién de este trabajo fue concedida una ayuda de Investiga-
cién por el P.1.O. previa del lodo por el calor, evita el fenémeno.
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gue su presencia es ubicua e incluso se encuentran en los fondos abisales de las
Islas Filipinas.

La clasificacidn de las bacterias sulfato-reduectoras ha sido recientemente reor-
ganizada (7)) (8). Se establecen dos grupos:

1.} Grupo de las bacterias sulfate-reductoras formadoras de esporas: Géne-
ro Desulfotomaculum (Dm). Comprende: Dm, orientis, Dim. ruminis ¥ Dm. nigri-
fieans. Ninguna es marina o haldfila ¥ la altima corresponde con ¢l Clostridium
nigrificans del Bergey, especie termdfila y movil. El Dm, orientis ha sido aislado
por Apams y PosTeate (1959), se trata de una especie mesifila y movil por fla-
gelos peritricos.

Ambas especies s¢ encuentran deprovistas del citrocromo o ¥ de desulfovi-
ridina pigmentos ambos presenfes en el grupo de sulfatoreductores no esporu-
lados,

2% Grupo de las bacterias sulfato-reductoras no formadoras de esporas:
Género Desulfovibrio, Comprende cinco especies: D, desulturicans, D. vulgaris, D1
africanus, D. gigas ¥ D. salexigens. Ninguna es termofila, siendo la altima espe-
cie mencionada halofila obligada. Se encuentran principalmente en las aguas tan-
to libres como marinas.

Son estas especies bacilos Gram negativos, moviles por flagelos polares o lo-
foiricos (D. gigas), mesdfilos ¥ gue poseen los pigmentos cilocromos o ¥ desul-
foviridina. El D. gigas fija el nitrogeno atmosliérico.

Es objeto del presente trabajo €l aislamiento de bacterias sulfatoreductoras en
campos de gramineas situados en la provineia de Granada, Determinar su poder
sulfatoreductor en condiciones de laboratorio. Estudiar el efecto de las bacterias
aisladas sobre el desarrollo de cullivos en condiciones de invernadero paralela-
mente a la descomposicion de los sulfatos, considerande otros factores fisicos v
guimicos determinantes del grado de fertilidad de los suelos,

MATERIAL ¥ METODOS
Material,

S¢ han recogido 16 muestras de seelos cultivados con trigo o cebada, situa-
dos en la Vega de Granada.

La profundidad de la toma ha sido entre los 20 ¥ 35 em. Las fechas de reco-
gida ¥ el grado de humedad en ¢l momento de la toma se indican en Ia tabla 1.

Los medios de cultive empleados han sido:

TABLA I
Muestra Fecha recozida € humedad
1 1167 50,60
2 11-67 38,35
I I11-67 3890
B IV-67 410}
5 IV-67 35.30
6 V-67 31,10
T V=67 28
B VI-g7 an
] IX-67 18,35
0 X-67 25
11 XI-67 20,15
12 I-68 35,70
13 1-68 33,70
14 II-68 47
15 ITI-68 40
16 IV-68 3830
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Medio n.* 1 (para enrigquecimienio), Medio de Baar suplementado en extraclo
de levadura ¥ agentes reductores. (9).

i
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Fosfato monupnl:isim
Cloruro amdinico ...
Sulfato r:alcu:o s
Sulfato magnésico TH~0
Lactato sodico ... r
Extracto de 1evndurl
Acido ascorbico

Acido tioglicolico . e
Sulfato ferroso 7 HaO...
Agua del grife ... ... .. .o .o ... 1000 ml

Se ajusia ¢l pH entre 7 ¥ 7'5. El medio contiene un precipitado. Para especies
marinas se sustituve ¢l agua del grifo por agua del mar o se adiciona cloruro
sodico hasta una concentracion del 25 %.

T I -
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Se reparte en tubos gruesos a razon de 50 ml. ¥ se e:::ieriliza al autDFIave- a
112* C. durante 307, Antes de usar se regeneran por ebullicidon durante media hora,

Medio n* 2. Medio de Starkey modificado.

Sulfato dipotasico... 5 025 g
Cloruro aménico ... ... ... 05 g
Sulfato sodico.. . et 0 g
Clorura cileico EI-L-G 005 g
Sulfato Magnésico. 1 E-
Lactato disodico ... 175 g
Acido tioglicdlico ... .. a'05 g
Extracto de levadura. .. 05 g
Aprarcapar: i, G, R L A P, 4 £
Apua destilada R i bty vl mil.

El medio se reparte en tubos de 7-8/180 mm, ¥ de 13 X 180 mm. S¢ esteri-
liza al autoclave, Antes de uzarlo se regencran ¥ anaden dqs golas por tubo de una
solucion al 20 % de sal de Mohr esterilizada por filtracion,

Medio n.® 3.—Agar V F. glucosado (10). Se reparte en tubos de 7-8 x 1800 mm.
¥ se le adiciona antes de sembrar ¥ previamenie regenrados dos gotas por lubo
v =& le adiciona anles de sembrar ¥ previamente regenerados dos gotas por tubo

Medip n* 4—Caldo de V F. glucosado (10). Se reparte en tubos de 13-14
=% 180 mm. ¥ sc le adiciona antes de sembrar ¥ previamente regenerados dos go-
tas por tubo de una solucidn estéril de sal de Mohr al 20 9.

Medio n*® 5. —Medio PL (11). (Para conservacion de sullatoreductores no ma-
rinos).

Peptona bacteriologica... ... ... ... ... T
Extracto de levadura ... ... ... ... . 7
Agua del prifo... ... ... ... .. eee ... 1000 ml,

El pll se ajusta a T ¥ se le puede o no adicionar agar-agar. Se esteriliza al
autoclave a 112* durante media hora.

La sal de Mohr se le adiciona en el momento del empleo después de regene-
rarlog los tubos se cierran a la llama después de hacer el vacio. Asi s¢ logra
conservar los gérmenes durante un ano.

Para conservar los sulfatos-reductores marinos el agua del grifo se sustituye
por agua del mar madurada,
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Medio n.® 6.—(Para diferenciar especies).

Fosfato monopotizico ..
Cloruro amonico ...
Cloruroe caleico 2H_~D
Cloruro magnésico EH-'D
Extracto de levadura .
Sulfato ferroso TH:O ...
Plravatnssidion i 1 e .
Apgua destilada ... ... g e K ml

~ El pH se ajusta entre 73 ¥ T'7. Se estenhza por filiracidn. Se reparle en tu-

bos de 13-14 por 180 mm. Para cepas marinas se anade ClNa al 25 %

Técnicas.
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Una vez en el laboratorio se procedid a determinar el grado de humedad
del suelo (12). A continuacion se colocaron cinco gramos de suelo en un matraz en
Erlemmeyer de 50 coc. a3l gue se adicionan 50 c.c. del medio n® 1 regenerado.
Se cierra herméticamente con tapon de caucho e incuba a 32-35° C. durante una
semana, A las 72 horas los matraces presentan un ennegrecimients abundante v
un intenso olor a acide sulfhidrico. De éstos se procede a aislar siguicndo la téc-
nica de Weinberg (13) empleando los medios de cultive numero 2 ¥ 3. También se
dizemina en placas Peiri conteniendo estos mismos medios ¢ incubando en camara
de anaerobios tipo B L T en la que se introduce una presion de hidedgeno de 0°1
kg/em® después de haber realizado ¢l wvacio,

Todas las colonias gue presentan ennegrecimiento presumiblemente debido
a la reduccion de los sulfatos a sulfuros se resiembran a un tubo regenerado de
13-14 x 180 mm. que contiene uno de los medios nimero 2 v 3 liquido. A conti-
nuacion se estrangulan a llama, ze les hace ¢l vacio mediante bomba neumati-
ca ¥ se cierran al fuego. La incubacidn se realiza durante tres semanas a 32° C.

Identificacian (9).

La identificacion de bactering sulfatoreductoras se realiza atendiendo a los
siguientes criterios.

1.7} Ennegrecimiento del medio de cultivo que continene una sal ferrosa.

29 Gram.

3% Prueba de termoresistencia —Una ampolla de 1 ce de una suspension
de pérmenes se somele 10" a 100" C. Se enfria rapidamente al grifo ¥ se siembra
el contenido de la ampolla en el medio n® 2 liguido. Al término de una semana
de incubacion a 32° C. se observa si hay o no crecimiento, ¥ en este ultimo si va
acompanade o no de un precipitado negro.

5i hay crecimiento acompanado de un ennegrecimiento del medio: género De-
sulfotomaculum. La diferencia de especie se realiza:

Crece: 8 5% O .20 i cii aiid eems anet e Dmocnigrificans
Crece a 30-37* C. ... ... +v wor =ee wen - D orientis, Dm. ruminis

No hay crecimiento: Género Desulfovibrio:

Crece en €l medio n® 6 ... ... ... .. ... D, desulfuricans
No crece en ol medio n® 6§ ... ... ... ... D. vulgaris
D, alricanus
D. gigas.
Crece en un medio que contenga: 1 mg/ml del inhibidor chlorhexidine o Hibi-
tane . ... D. salexigens,

Ln mnﬁnnm:lﬁn de =i una especie sulfatoreductora pertenece o no al género
Desulfovibrio se realiza mediante una prueba de fluorescencia negativa. Esta
prueba se realiza tomando 1 ml, del sobrenadante de un cultive {(evitando ¢l pre-
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cipitade de 5 Fe) ¥ se centrifuga. Al sedimento se anade 1 gota de una solucion
2 N de hidroxido socdico bajo luz uliravioleta de 375 milimicras. Las especies
del género Desulfovibrie dan una intensa coloracion roja fluorescents (1),

(1) DMicieEr and SaLex en 1964 han encontrade una cepa que no da dicha
prueba (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

En ningin caso se han aislado gérmenes que reduzean los sulfatos en los me-
dios liquidos ensanados. El fuerte olor a dcido sulfhidrico detectado en el matra-
cito Erlenmeyer (estd enriquecide en sustancias organicas procedentes del sue-
lo), asi como el débil ennegrecimiento gue presentan las colonias crecidas tanto
en profundidad como en la superficie de las placas Petri incubadas en anaero-
biosiz, e debe a la actuacidn de los gérmenes sobre sustancias organicas azufra-
das ¥a que al resembrar una colonia de éstas en los medios liguidos apropiados
no se logra la formacidn apreciable de acido sullhidrico ni el ennegrecimiento del
medio.

El grado de humedad de la tabla I no guarda relacidn con la época del afio,
coza logica ¥a que se trata de suelos de regadio.

El nimers de gérmenes aislados por nozolros de eada muestra asi como el
género a gue perienecen se indica en la tabla II,

El estudio microbiologico realizado con las 24 estirpes aisladas las sitha como
especies perienecientes al orden Eubacteriales —familias Bacillaceae. Enterobac-
teriaceae, Bacleroidaceae— ¥ al orden Actynomicetales, familia Actynomiceta-
ceae,
Es de resaltar que se han aislado gérmenes anaerobios estrictos no esporu-
lados en las muestras de mavor grado de humedad (muestras n® 1 v 14).

TABLA II

N.® colonias “dife-
Formacion de SHx  rentes ennegreci-

Muesica n. en el Erlemmeyer das en anaero- CREmMN AL T)
biasgis
Clostridium
1 + 2 Bacteroides
Clostridium
2 + 3 Escherichia
Proteus
3 P 1 Actinomyces
4 4= 1 Clostridium
Clostridium
5 1 Proteus
[ - 1 No tipado
Clostridium
7 + 2 Bacteroides
a + 1 Escherichia
Escherichia
9 - 2 Clostridium
10 + 1 Proteus
11 + 1 Clostridium
12 -+ 1 Proteus
13 - 1 Clostridium
Bacteroides
14 - b Actinomyces
Clostridium
15 - o Aerobicter
Clostridium
16 + 2 Actinomyees

(1) La identificacion se ha realizado segiin el Bergey (14).
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CONCLUSIONES

De los resuliados obtenidos en nuestro trabajo experimental se concluye gue
en los suelos ensayados (situados en la vega de Granada), apenas se encueniran
bacterias sulfatoreductoras, por lo que la pérdida de azufre en forma de ion
sulfato ocasionada por dichas baclerias, es practicamente nula. Estos resultados
concuerdan grandemente con los publicados por STARkEY {(16). También se de-
muestra oue ¢l fendmeno de la sulfidrizaciin es muy intenso en efte tipo de
suelos,

~— Los géneros bacterianos en los oue ze encueniran los pérmenes alslados se
indican en la tabla II.

RESUMEN

En este trabajo e indican medios de cultive ¥ de conservacion, asi como fec-
nicas de aislamiento ¢ identificacidn, de gérmenes sulfaloreductores ¥a sea su
habitat el suelo. €l agua dulee o el mar.

Se exponen los resultades obtenidos en la investigacidn de este tipo de gér-
menes en 16 muestras de suelo dedieados al cultivo de gramineas (trigo y cebada)
en la provincia de Granada, asi como los grupos de pérmenes gue mas [recuente-
mente se presentan en esta clase de tierras. Se concluye oque el numero de ger-
menes sulfatoreductores en el tipo de suelos ensayados es pricticamente nulo.
Por el conirario el fenomeno de la sulfidrizacién es muy intenso.

SUMBMARY

Culture and conservation mcdia and the techniques for the isolation and
identification of the bacteria which reduce the sulfur izolated from the soil, fresh
water and sea water are described in this paper.

The resulis obtained from the investigation of this kind of bacteria in 16
samples of =oils used the cultivation of graminea {wheat and barley) in the pro-
vince of Granada are shown.

It is concluded that these bacteria are practicaly not present in the types of
=il studied. On the contrary the phenomenon of sulfidrization is very intense.
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