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Las bacterias nitrificantes son gérmenes quimiolitétrofos, aerobios estrictos,
siendo el aislamiento e identificacién de especies puras muy largo y laborioso. Ya
KINGMa BoLTJEs (1934) observé, durante las purificaciones progresivas de cepas
nitrificantes, que era casi constante encontrar microorganismos heterotrofos en
estrecha unién con aquellos y la separacién de ambos era dificil. La existencia
de estos gérmenes no autotrofos se puede explicar por el hecho de que en los
tubos y matraces empleados en su cultivo en el laboratorio, puede hacer. pese
a todos los cuidados, restos de materia organica suficientes para que se desarrollen
a sus expensas estos gérmenes. IMSHENECKI (1946) encontr6 la asociacién de los
gérmenes nitrificantes con el Sorangium symbioticum; Starp (1940) habia descrito
la asociacién con gérmenes del tipo de los Bacterium y Pseudomonas. Méas re-
cientemente GUNDERSEN (1955) descubrié la asociacién de los nitrificantes con el
Hypomicrobium wvulgare.

Las bacterias nitrificantes son muy sensibles a los cambios de pH. No hay un
criterio definido acerca de cual es el pH mas 4ptimo para su crecimiento. ME-
YERHO (1916) determind como valor 6ptimo para cultivos de Nitrosomonas y Nitro-
bacter el correspondiente a una ligera alcalinidad. LANDELON y VAN TICHEREN
(1939) demostraron que para cultivos puros de Nitrosomas winogradsky el pH
més favorables es el de 6’7, ya que para ese valor el desarrollo de los Nitroso-
monas es mayor y la cantidad de heterotrofos contaminantes es minima. La
separacién, pues, de gérmenes nitrificantes del resto de microorganismos hetero-
trofos es un problema que parece estar ligado al pH del medio en que se de-
sarrollan.

En este trabajo se ha realizado un aislamiento e identificacién de gérmenes
nitrificantes contenidos en las muetsras de suelos aridos recogidos en diversos
puntos de la privincia de Jaén. Al mismo tiempo se ha realizado un estudio del
valor del pH mé&s favorable al crecimiento de dichos gérmenes.

MATERIAL Y METODOS
Para el aislamiento se han empleado las placas de silicol-gel (Winogradsgy)

impregnadas de una solucién nutritiva; la cmoposicién de esta solucién es la
siguiente :
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1.°) Para los gérmenes nitrosos:
A) Solucién salina standard adicionada al 1 por ciento de sulfato aménico.
B) Suspensién acuosa de carbonato cdlcico al 20 por ciento.

2.°) Para los gérmenes nitricos:
A) Solucién salina standard adicionada al 1 por 100 de nitrito s6dico.
B) Suspensién acuosa de carbonato célcico al 20 por ciento.

Una vez preparadas las placas de silico-gel se procede a su siembra por la
técnica de los granos de tierra. Se incuban a 25° C. Las lecturas se hacen a los
15 y 20 dias. En caso positivo aparece alrededor de cada grano de tierra un halo
transparente o ligeramente pardo (Foto I).

(R-9-1970)
Foto I.—Placa de silico-gel con halos de crecimiento alrededor
de algunos granos de tierra

Para la identificacién se han seguido los criterios dados por PoCHON (1958)
y el Bergey’s Manual of determinative Bacteriology (1957). Se han realizado tin-
ciones de Gram, de esporas y de capsulas; pruebas de movilidad, tincién de fla-
gelos y siembras en medios liquidos preparados a diferentes valores de pH con
objeto de determinar la intensidad del crecimiento a estos distintos valores. Se
han realizado numerosas pruebas bioquimicas, tales como: siembras en distintos
medios azucarados (glucosa, galactosa, sacarosa, fructisa, lactosa, maltosa...), en
agar glucosado, gelatina, leche tornasolada, patata... etc.

Con el fin de comprobar la autotrofia o heterotrofia de los gérmenes aislados
se han sembrado en agar comdn y en placas de silico-gel impregnadas con solu-
cién nutritiva. Se incuban a 25° C. Las lecturas se realizan a los 2 y 15 dias, res-
pectivamente.



ARS PHARMACEUTICA 37

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han sembrado 22 muestras de suelos colocando en cada placa de silico-gel
de 28 a 30 granos de tierra. En total se han aislado 86 cepas de gérmenes nitrosos
y 31 de gérmenes nitricos.

En el aislamiento de los gérmenes nitrosos se encontraron con bastante fre-
cuencia otros microrganismos heterotrofos contaminantes. Estos Ultimos gérmenes
suelen aparecer en los cultivos a partir de los 15 dias, o después, de haber ais-
lado los gérmenes nitrisos, creciendo en estrecha unién cin ellos. La separacion
de ambos es en extremo larga y laboriosa. Hemos visto que si se hacen resiem-
bras periédicas cada 15 dias y se mantienen los valores del pH de los cultivos
préximo a 6’5 se evita en gran parte las contaminaciones de los cultivos. De esta
forma, en el 90 por ciento de los casos, al cabo de nueve pases sembramos en
tubos de agar inclinado, y no se obtuvo crecimiento después de 6 y 8 dias de su
incubacién a 25° C.

Los gérmenes heterotrofos contaminantes han sido identificados como diver-
sas especies pertenecientes al género Corynebacterium (Foto II).
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(R-10-1970)
Foto II.—Corynebacterium gque contaminan frecuentemente
los cultivos nitrosos

De las 86 cepas de gérmenes nitrosos aisladas, 12 de ellas pertenecen al gé-
nero Nitrosocystis, identificando la especie Nitrosocystis javanensis (Foto III).
Otras 7 cepas corresponden a la especie Nitroscoccus nitrosus. Las 67 restantes
pertenecen al género, siendo la especie Nitrosomonas europeae la Unica identifi-
cada. El valor de pH més 6ptimo para el crecimiento de estos gérmenes es el
de 6’7, estando comprendidos los limites de crecimiento entre los valores de
pH 55 y 1.
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(R-11-1970) Foto III.—Quistes del Nitrosocystis javanensis
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Grafica I.—Relacién entre las humedades de
las muestras y €l nimero ma&s probable de
gérmenes por gramo de tierra
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El aislamiento de los gérmenes nitricos nos ha ofrecido menos dificultades.
De las 31 cepas aisladas solo un 7 por ciento presentan contaminacién. Identifi-
cados estos heterotrofos contaminantes han resultado ser especies del género Mi-
crococcus y levaduras.

Todos los gérmenes nitricos aislados pertenecen a un solo género: el Ni-
trobacter, identificindose las especies Nitrobacter winogradsky y Nitrobacter agi-
lis. El pH més 6ptimo para el crecimiento es el de 8. A pH 6’5 alin es posible
el crecimiento.

Dado que el crecimiento de las especies contaminantes no se produce, como
ya hemos indicado, antes de los 15 dias de sembrar, pensamos que estos gérmenes
no crecen a expensas de la materia orgénica que pudiesen contener los tubos,
sino que los gérmenes resisten en los medios inorgénicos hasta que, al producir
los nitrificantes materia organica, estas especies se desarrollarian a sus expensas.

RESUMEN

Se hace un estudio de aislamiento e identificacién de los gérmenes de 22
muestras de suelos aridos. Se aislan 67 especies de Nitrosomas europeae, 12 es-
pecies de Nitrosocystis javanenis y 7 cepas de Nitrosococcus nitrosus. Los cultivos
de estos gérmenes estdn contaminados frecuentemente con diversas especies de
Corynebacterium.

El valor mas 6ptimo de pH para el crecimiento de estos gérmenes nitrosos
es €l de 6’7. Los limites de crecimiento estdn comprendidos entre los valores de
55 y 1.

Se aislan e identifican 31 especies del género Nitrobacter. Las especies iden-
tificadas son el N. winogradsky y N. agilis. No se ha encontrado ninguna especie
del género Nitrocyvtis. El pH més optimo para el crecimiento es el de 8; a un
pH 6’5 aun es posible el crecimiento.

SUMMARY

A study has been made of isolating the nitrifying germs in 22 samples of
arid soil. 61 species of Nitrosomas europeae, 12 species of Nitrosocystis javanen-
sis and 7 species of Nitrosococcus nitrosus have been isolated. The cultures of
these germs are frequently contamined by difrerent speries of Corynebacterium.

It as been ascertained that 6’7 is the most efficient value for the growth of
nitrous germs. The limits of growth are contained within the values 5’5 and 7.

31 species have been isolated and identified of the Nitrobacter type N. wi-
nogradsky and N. 4gilis. No species have been found of the Nitrocystis type. The
most efficient pH for growth is 8; at pH 6’5 growth is till possible.
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