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3o han podidoaislar bacterias del ggénorom;
{gzingig dc materiales contaminados( tierras procedentes de va­
rios lugares de BuenosAires ) por cnriquecinientos continuos y

aislamientos sobre agar en 2:3: placas de petri y en condicio­
nes anaeróbicas. Estas bacterias pertenecen e un grupo bien de­

lhnitado, capaces de efectuar 1a reducción directa del ión sulfato
a hidrógeno sulfurado.­

m todos los casos se ha tenido éxito con el me­

dio de starkey liquido y sólido; mediode carácter salino, cuyo
único componenteorgánico es el lactato de sodio, que sirve co­

momaterial energético, con una concentración del 0.1% de sulfig
to de sodio.­

Se ha comprobadoel efecto nocivo sobre las bacte­

rias del géneroWo del tioglicolatodc sodioy también
de las impurezasdel sulfato de sodio comercial.­

El extracto de levadura no parece influir en el

crecimiento, en forma favorable, de las bacterias del género

Resultazihzinor
Las bacterias del género flggylfiggipzig pueden dos­

arrollar hasta en una concentración máximadel 1%de sulfato de

sodio, aunque se ha podido obtener desarrollo en concentraciones

aún mayores ( 3 í ).­

El retardo del áunto inicial de la produccián del
hidrógeno sulfurcdo es practicamente proporcional a la concentra­

ción del ión sulfato.­

El agregado de activantes no favorece el desarro­

llode los gérmenesen estudio cuando a ellos se los cultiva en c

condiciones normales. Ejercen cierta influencia, cuando 1a cen­

oentración del sulfato de sodio aumenta,­
La cistoina acelera en parte la producción del hi­

drógeno sulturedo, pcsiblemantc en su doble carácter de nutriente
y de agente reductor, dilmflnqyundoel potencial de ózidc-rcdncciúr

“¡q a ;_' Sím'r'LL7—-- -\. ¿makina .- , " 1



del mdio. Del mismomodoaotfi ol hierro metálico incorporado
a]. medio.­

Se hn podido mantener el cultivo en fase logarit­

mio. mdiante dos procedimimtoi; en primo:-lugar, renovando o].

medio agotado, y on “suman lugar agregando a1 medio alma de
los nutriente..­

Mr
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Las bacterias reductoras de sulfatos pertenecen a un grupo bien de­

limitado, capaz de efectuar 1a reducción directa de ion sulfato a-hidroL

geno sulfurado.

Están muydistribuidas en la naturaleza¡‘Son habitantes comunesdel

suelo, del agua de mar, pero más a menudo se las encuentra en zanjas y bg

rros marinos y ciénagas; aparecen también en aguas minerales y'en las que

acompañana los pozos petrolíferos.

El.agua usadatpara cerrar-tanques conteniendo gas o petróleo alberb

gan esas bacterias; y hasta se-han encontrado enterradas a 71m. de profun

didad,\bajo:arenas y ciénagas en Holanda.

Estas bacterias son responsables de la gran cantidad de hidrógeno

sulfurado en el Black Sea y en la acumulación de depósitos negros enconb

trados en las cuencas de los rios y'en las profundidades del mar.

Están asociadas a graves inconvenientes debido a la praúnnéíünfide

hidrógeno sulfurado. Asi corroen tanques de almacenamientos, cañerías,
cubriéndolos de.una capa del producto de ataque.(1-2-3bhsíéóé7k8-9-lo—

lI-12-13914-I5616-l7);

En la concepción electroquimica de la corrosión, se acepta que los

iOnes metáliCOS‘pasana la solución en el.ánodo,.sobre la superficie del

metal con la simultánesa descarga del hidrógeno en el cátodo. En presen-­

cia del aire, este hidrógeno se combina con el oxigeno, de tal modoque

el sistema no se polariza y'la corrosión continua.

Cualquier interferencia con el desprendimiento.de hidrógeno el pro­
ceso sufriría un retardo;

En las condiciones que estamos considerando, en ausencia de oxígeno

es decir, en anaerobiosis, el proceso:se detendría por la polarización
del cátodo, a menos que algun agente aparte del oxigeno atmosférico, lo

despolarizara, Es asi comomediante un proceso biológico, el sulfato prea

sente en el suelo actúa comoaceptor de hidrógeno, dando hidrógeno sulfu­

rado que se combina con el hierro en la zona anódica produciendo sulfuro

de hierro, ademasde óxido ferroso-férrico hidratado e hidróxido férrico.
La experiencia indica que se requiere un valor favorable de pH que

oscila entre 6.0 y 8.0

Este atauqe conduce a una desaparición del hierro, dejando una matri
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de:grafito, blanda y'fácil derayar‘ con-la uña. Las sustancias reaccio­
'I'

nantes y los productos de“regcción‘,
k

en,:un.proceso combinado aeróbico 35'

anaeróbico de corrosión se phdïiá'és’qúématiááïr del siguiente modo:

corrosión 2‘Fe:+ 23.20.__¡. racing + 23

DeSPoiari‘zaci'ón \
oxidación de1,H roxida-c; aeróbica] [oxid‘am afiaeróbica]de Ia» corrosión .

1 Áterias _. _. . _. . O .2Fe‘(.0H)+ HZO-k0'
microbios: \del‘.' hierro: l zFem _34..a calaeróbica, ‘-' W

oxidantes: bagtí I¡ÉXiCh. . . . . . . . 2H+ 0 "> H20+ b cae‘ .de \ tubérculos
tocan-00.0.0000...oooooooobacti.

Sung-t 8H «- 352+ Li-H‘ZO-¡c‘ca

38HA.4- 2Fe(OH‘)
ZSFeZ-v3+ 6H20 + ¿Fava-s...323

EI voíumfinoso‘(HO)3Fees convertido enzSFe, azufreayrpirita, IDS"

cuales ocupan menos lugar que en (HOI3Fe-yrde ahi las cavidádes queztia»
nen lugar en les zonas de.atqque.

Hayrocasiones en que ataqanzlos filtros de:arena usados en Ia puri­

ficación de agua; en las fábricas de'papel causan ennegrecimiento de la

pulpa; Talïes<la cantidad de hidrógeno.su1furado que suelen producir en

el agua de mar que llegan a provocar-la muerte de 10s peces y pájaros.

ennegrecen laspinturas a base de plomode‘los barcos y edificios e im­

purifiCan la etmósfera.

Durante los últimos años se están tomandociertas=precaucionestpa­

ra evitar la corrosión deïlos metales,_ya que producen serias inconvenieg

tes aprovechandolas condiciones anaeróbicas de las profundidades del

suela, agujereando aceros y-grafitizando el hierro colado. (118-13-20);
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SISTEMATICA —.PROPIEDADES BIOQUIMICAS, MORFOLOGICAS

x TINTORIALES

Marfológibamente son bastones ligeramente curvos, Gramnegativo, de

longitud variable.(0,5 a l x l a 5) generalmente aislados, aunque.a veces

suelen presentarse en cadenas cortas; activamente móviles mediante un úni­

coiflagelo polar,.Estrictamente anaeróbicas¡

Debidoa que lascelulas tienen forma de espiral, llevó a su descu­

bridor Beijerinck (21) en 1895 a-incluir su cultivo bajo el nombrede

Spirillum desulfuricans. Subsiguientementehan sido incluidas bajp el géa

nero Microspira5 Vibrio, Desulfovibrio y-Sporovibrio. E1 último fué apli­
cado porque bajo ciertaStcondiciones las bacterias producían esporos.(22­

23-21?) .

Su desarrollo se caracteriza por el desprendimiento de hidrógeno

sulfurado.(Desulfo, prefijo usado para indicar bacterias que reducen com­

puestos del azufre), aunque la fuente de azufre no sea necesariamente
iones sulfatos.(25-26-27-28-29-30-31-32).

Ubicación esquenática

Clase) : Schizomyce'í;es
Orden : Pseudomonadales
suborden : Pseodomonadineao
Familia Spirillaceae
Tribu w —
Genera. : 308111Ï077ibri0
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CARACTERISTICAS X METABOLISMO

Comoryase dijo estas bacterias son estrictamente anaeróbicas;

Fisiológicamnnte ellas son únicas en lo que se refiere al requerimiento

de sulfatos o de ciertos materiales inórganicos incompletanente oxidados,

comoespecificos agentes oxidantes, mientras que comofuente energética

generalmentenecesitan para su desarrollo material orgánico.(33).

Una tipica reacción:

2CH'3.HCOH..C00Na+ 801,11€;= 2CH3.COONa+ C02+ C03Mg+ SH2 + H20

MATERIAL ORGANICO ENERGÉTICO

lactatozde sodia
monosacáridos
disacáridos
ácidos grasos
alcoholes
amino‘ácidos

MATERIAL DE EFECTO NULO
0 INHIBITORIO

acetato
tartrato
etanol
sacarosa
formiato
citrato

Ademáses posible un desarrollo.autotrófico, usando una fase ga­

seosa formada por gas hidrógeno, libre deoxigeno comofuente de energia

(con un indispensable 5%de bióxido de carbono), en vez de compuestos

organicos.(3h-35é36-37loLa relación estudiada sobre una colonia japo­

nesa entre el hiárókeno absorbido y‘el hidrógeno sulfurado producido

coinciden con la siguiente ecuación:

taza-soma = 514124-Ca(0H)2+2H20

La oxidación del hidrógeno ofrece la energia necesaria para los pro­

cesos, oxidación efectuada por el sistema enzimático correspondeente.
En este caso el bicarbonato que contiene el medio satisface el

requerimiento d e carbono.

La cistina, el ácido cisteico, la taurina o el ácido fenil sulfó­
nico no son reducidosv

El azul de metileno u otros pigmentos pueden ser usados comoacep­

tor. El CNKó Se04K2inhiben la reducción del ion sulfato pero no la de

azul de metileno. Esto sugiere que la enzima reductora del ion sulfato
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podria existir independientemente de la hidroganasa.(38-39-40-41-42-43),

Simultaneamente fué postulada la presencia de la enzima reductora de ion

sulfato, la cual es inhibida por el AsO3Na2, CNK,NNa36'NH20H.
Las bacterias puedenusar ion sulfito, tiosulfato, tetraionato,

metabisulfito o ditionato en lugar de ion sulfato y hasta posiblemente

azufre elemental, en un medio conteniendo triptona, glucosa, extracto
de levadura y sales.(Hh-h5-h6).

Solamenteunas pocas especies de bacterias reductoras de ion sulfato

entre ellas Sporovibrio desulfuricans, oxidan el ion lactato, Otras espe­
cies Sporovibrio rübentschichü son capaces de oxidar el ion iastato.a bis

óxido de carbono y agua, sin dejar residuo y el ion lactato; el propiona-«

tOsy el butirato también son reemplazantes del ion lactato.
La habilidad de las bacterias reductoras de ion sulfato de sinteti­

zar hidrocarburos a partir de ciertos ácidos grasos ha sido demostrado

por laboratorios de experimentación.(47-h8-H9-50).

Estas bacterias.fueron cultivadas en agua de mar enriquecida en

ácidos grasos como única fuente de carbono. Luego de 3 semanas deifincup

bación a 26C., se procedió a la extración de los cultivos, obteniendose

apreciables cantidades de aceite, éter y no saponificable;
El aceite extraido ha sido identificado comouna mezcla de hidroL­

carburos alifáticos comprendidosentre C10y'C25,
Las-experfiencias han sido repetidas usando ácido acético, propiónico

butirico, esteárico y láctico neutralizados a pH: 7 6 con HONa.

La extración del aceite ha sido mas satisfactoria mediante el empleo
de tetracloruro de carbono.

Por otra parte ciertas especies de.desulfovibrios asimilan hidro­

carburos alifáticos de elevado peso molecular, comoser: decano, tetra­

decano, eicosano, docosano, hentricontano, aceite parafinico y-cera. Ni
hidrocarburos alifáticos comoel benceno, xileno, antraceno, y ni cilo­
exano e hidrocarburos alifaticos de menor peso molecular que el decano

permiten el crecimiento de bacterias.

Parttadel hidrocarburo es oxidado, parte es utilizado para la sin­
tesis de sustancias de la célula bacteriana y parte es convertido en

hidrocarburo de bajo peso molecular,

El pH óptimo de desarrollo oscila entre 5,5 y 8,5.(51-52). Algunas

capas son mesófilas y crecen entre 25C. y-kOC.; otras son termófilas y
desarrollan entre H5C.y 60C.



AISLAMIENTO X ENRIQUECIKIENTO

Conocidaslas caracteristicas morfológicas y fisiológicas de la
bacteria se está en vias de aplicar los métodospara su aislamiento e
identificación.

varios medios y métodoshan sido propuestos para-enriquecer culti­

vos y para ai crecimiento de cultivos puros.

Los medios de enriquecimientü.usados son entre otros, los de

Beijernick, VanDelden, Baars y Starkey¡(2l).Ver-apéndice.

El único constituyente orgánico de estos medios es el lactato de

sodio o potasio, el cual limita el desarrollo de otras bacterias;
El principal agente contaminante son ciertos organismos colifor­

mes que muestran alta tolerancia al hidrógeno sulfurado.(H5).Ver apéndice.

Otros medios propuestos son los siguienteszmedio A--medioB.(Este

último para desarrollo autrófico). Í“!

La técnica general para ailamiento propuesta por la mayoria de los

autores es la siguiente:
El material del cual han de aislarse los gérmenes deseados se en­

riquece previamente inoculándolo en un medio aprOpiado e incubándolo en

ausencia de oxígeno a 3OC.El desarrollo estaráiindicado por la aparición

de una coloración negra del medio que se intensifica en una a tres sema­

nas. La presencia de gas indeca la contaminación por bacterias fermenta­

tivas que muestran alta tolerancia al sulfuro de hidrógeno.

El D.desulfuricans es capaz de producir #96 ppm. de hidrógeno sul­

furado cuando el dador de hidrógeno es el ion lactato, mientras que el

n rübentschichü produce 1487ppm.

Las reacciones son las siguientes:

1) . 20H3.H..COH.CO0Na+ SOLEMga 2CH3.COONa+ C02.+CO3Hg + +H29

2) . 2CH3‘.CHOH.COONa+ 3SO¡+Mgt 2002* 30031-134 3SH2 ñ>217120#C03N32

Comose vé en la primera el ion lactato es desgradado a ion acetato

siendo la energia e hidrógeno aprovechables menores y en la segunda a

bióxido de carbono más agua.

Aunquela asparagima, peptona y otras fuentes orgánicas de nitró­

geno pueden ser usados, enriqueciendo el medio, permitirán el crecimiento
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de otras bacterias;

En 1949, Butlin, Adamsy Thomas (53) han encontrado que la únclu­

sión de 3%de SO3Na2,7H202enel medio.elimina la mayoria de las contami­
naciones y facilita la subsiguiente purificación.

En 1960, Postgate (5h) consiguió lo mismocon altas diluciones de
la muestra.

Es interesante recalcar que se han preparado medios de cultivos los

cuales se consiguió acelerar la producción de hidrógeno sulfurado.(55­

56-57).

Asi si al medio:de Starkey se le adiciona SNa2(5 micromoles/ml.)

y estracto de levadura, en 16-2h horas se puede apreciar un ennegrecimien­
to.

La cisteina puede reemplazar al SNaé.(Grossmanand Posgate)(58-59).
La inclusión de hierro metálico al mediohace innecesaria la exclu­

sión del oxigeno, lo mismúzque1a incorporación de cisteina, permitien­

do buen desarrollo. Iguales resultados se obtuvieron inoculando un orga­

nismo aeróbico, comoSerratia marcescens o Aerobacter aerogenes.

L a adición de cisteina, extracto de levadura o peptona al medio

de Starkey y de hierro metáliEOOmejoralos resultados. Estos efectos

favorables no ée‘aprecian en ausencia del hierro; esto sugiere que en

su presencia la cisteina actúa más que nada comoun nutriente en vez de

disminuir el potencial óxido-reducción!

En cambio las ventajas dadas por una bacteria aeróbia no parece ser

debido a las modiáicaciones del potencial redox.

La presencia del hierro en el medio pareciera activar el crecimien­

to y al hacerlo el hidrógeno sulfurado formado produce una disminución

del potencial óxido-reducción con la subsiguiente creación de condidmio­

nes óptimas para que el desarrollo continúe.

El enriquecimiento se practica en frascos de vidrio, con tapa, de

unos 60 ml. de capacidad, los cuales son integramente llenados con el me­

dio para excluir el aire.
Se recomienda el siguiente procedimiento en la preparación de las

botellas de inoculación: los frascos son esterilizados en bg autoclave,

Uh pequeño crisbal de Mohr (5 a 10 mgrs.) sostenido por unanpinza

y'se introduce asépticamente en el frasquito; éste luego se llena hasta

1a mitad con el medio estéril, libre de oxigeno disuelto logrado median­



teïebullición previa y un enfriamiento rapido.

Según Butlin,.Dams y Thomases posible conseguir desarrollo en pre­

sencia de 2s3 ppm. de oxigeno, o aeróbicamente habiendo agregado al medio

0.025% de ácido ascórbico.

Sin embargouna eficiente y conveniente técnica anaeróbica es más
útil.

Una vez con el frasquito lleno hasta la mitad, se inocula con la mueg

tra, ya sea de agua, lodo, tierra u otro material en cantidad adecuada.

Se llena la botella con el medio y se tapa sin aire; Se incuba a 28C.-3OC.

Desarrolla en pocos días.

Se deja durante tres semanas, y si al término de ellas el resultado

es negativo, el inóculo puede considerarse inactivo o poco abundante.

Este métodono es recomendable para trabajar con cultivos puros, por

peligro a la contaminación.

Se recomienda en estos casos la jarra anaeróbica de Mc. Intoech y*

Fields, conteniendo una atmósfera de hidrógeno con 5%de CO2.

Conjuntamente,durante la incubación desarrollan con las bacterias

reductoras de sulfato una abundante microflora, muypersistente y difil—

cil de eliminar por repetidas transferencias a medio fresco, Se anulan

apreciablemente con un 5%de sulfito de sodio.

Asi, ningún obligado, no halofilido reductor de sulfato puede de­
sarrollar.

en el zaso de tratarse de cultivo crudo el sulfito sólido puede

disolverse en el medioestéril entes de uáarse o filtrarlo por filtro.

Zaitz.(Una solución al 3%eleva el pH de 7,2 a 8,4. Se ajusta con 2 ml.

de ClH.N para lOO ml. de medio).

Haciendo observaciones al microscopio se puede comprobar el predomi­

nio de los vibrios, y se van aúslando por transferencias en medio fresco

sin sulfito (3 ó 4) usando comoinócülo el sedimento negro obtenido.

Tambiénmediante la cantidad de hidrógeno sulfurado desprendido se

puede tener una idea de la efectividad del inóculo; menoá de 50 ppm. se

considera inefectivo, de 150 a 450 ppm. activo.

Distintos medios y técnicas fueron llevadas a cabo para el aisla­

miento dc colonias puras.

Starkey aisló cultivos puros incubando a 30C. durante 443 dias sin

pasajes; posiblemente las contaminaciones fueron destruidas por la acción
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prolongada del sulfuro de hidrógeno.

Otra técnica seria la de estriar un mediode lactato agar, similar

en composición a los mencionados o mejor con la siguiente composición:

medio C. (ver apéndice)»

Es más favorable pero menos especifico que el medio de ion lactato.

Las cajas son inoculadas bajo condiciones anaeróbicas; aparecen así pe­

queñas colonias marrones o doradas a lo alrgo de las estrías, para luego

ennegrecerse a causa del sulfuro de hidrógeno formado.

Esas colonias pueden aislarse estriandolas nuevamente en las mismas

condiciones.

Siendo la contaminación más común. las bacterias coliformes, una

prueba de pureza, consistirá en estriar una caja e incubarla aerobicamente.

Las muestras enriquecidas pueden ser sembradas en profundidad en

tubos de peptona, dextrosa-agar y mantenidas anaerobicamente cerrados con

tapones parafinados y pirogalol.

Si seguimos en presencia de contaminantes, se seguirán llevando a

cabo nuevas diluciones, a partir de medio liquido o de colonias tomadas

de tubos agar.

Un método recomendable de purificación requiere el uso de tubos de

agar fundidos, próximos a solidificar, inoculados con el material enrique­

cido; después que éste se haya dispresado a través del medio, el agar se

solidifica por enfriamiento brusco y se conserva anaeróbicamente incuban­

dolo a 30C.

Las bacterias de sulfato se manifiestan comopuntos negros a través

del medio.

Unavez identificada la colonia se la aisla rompiendo el tubo y

trans firiéndola a medioliquido asépticamente.

Starkey observó que frecuentemente habia una inhibición en el desa­

rrollo cuandointentaba transferirlaés directamente a medioliquido, in­

conveniente que logró subsanar con el agregado al medio de 0,1% de extrac­

to de levadura Difco.



PRODUCCION QE HIDRDGENO SULFUBADO

Muchaslevaduras y hongos pueden producir hidrógeno.sulfurado a

partir de compuestosorgánicos e inorgánicos..Una de las principales
fuentes de hidrógeno sulfurado es la cisteina que está contenida en

la peptona y otras sustancias;

Datos obtenidos por Clark y Tanner muestran que un 60%de cultia

v0 de bacterias termófilas son capaces de producir hidrógeno sulfurado

a partir de SOMKz,souNa2, 80403, y'SOH(NHh)2.

La reducción directa del sulfato a sulfuro es exclusividad del

génerO'Desulfovibrio.

Pequeñas cantidades de hidrógeno:sulfurado, podria ser firoducido

por otras bacterias, por un proceso de reducción directa, el cual Beijer­

nick explicó asi: el sulfato es asinilado por las células de muchasbac­

terias durante su crecimiento, y el azufre es convertido en azufre inor­

gánico en su protoplasma.

Después de la muerte, una porción del azufre contenido en las cé­

culas queda libre comohidrógeno sulfurado, pero solo un pequeño por­

centaje del sulfato contenido en el medio es transformado;(6O-61962—
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PARIE EXPERBIEH TAL

En el desarrollo de la-parte experimental varias fueron las técni

cas-y mediosusados. Se intensificó el estudio del tema referente a las

modificaciones de los medios de cultivo, tratando de obtener asi laS'cq

diciones óptimas para un mayor rendimiento de hidrógeno sulfurado, con

el fin de aprovecharlo industrialmente.

Durante su transcurso, se hicieron algunas modificaciones a las

técnicas aconsejadas comoindicaremos oportunamentes ya sea con el obje

to de simplificarlas o de subsanar ciertos inconvenientes imprevistos o

imposibles de solucionar.



TECNICAS Z; METODBS QE ESTUDIO

Material‘utilizado=

Enriquecimient0‘- MediOS'

AiSIamiento---Medios

CuItÏVO>--ïedios

A partir de muestras de tierra de distintos lugares de BuenosAir

(VicentezLopez, Tigre, Ranelagh, Polvorines, Palermo, Miguelete) obteni

dos a escasa profundidad (20 a'30 cm.) y en lo posible cercanos o en co

tacto con cañerías o depósitos de hierro, se iniciaron los cultivos en

el mediode*Starkey,.en condiciones anaeróbicas con el objeto de:enri­

quecerlas;

Una pequeña cantidad de tierra( lgramo aproximadamente) se intro­

dujo en un frasquito de vidrio, de boca ancha} con tapa esmerilada de

un05'100 ml. de capacidad (o en su defecto un frasco gotero común) pre­

viamente esterilizado en autoclave, conjuntamente con un cristalito dew

SOhFea(en lugar de sal de MOhr)y la-cantidad aconsejada de SO3N32sóli
do (3 gramos cada 100 ml. de medio), luego se llenó hasta el borde con

el medmozdecultivo, dejándose caer la tapa, logrando asi que desborde

el liquido remanente, para luego ajustarla y obtener un cierre hidráuIi
co total.

Cada muestra se hizo por duplicado, para incubar una ax28C. y Ia

otra a 550. (ésta última no presentó desarrollo).

Era-innecesario extremar las condiciones asépfiicas en estas.prime

ras siembras, poqqye se parte de un material ya de por sí sumamente-con
taminado.

Si las tapas de los frasquitos no fueran harméticas daria lugar a

la evaporación del agua, ya que se iria reponiendo a medida que por ob­

servación se haga necesario.

E1 desarrollo se siguió por el ennegreciniento que aparecia en la

paredes, por el olor a hidrógeno sulfurado, por observaciones al micros

copio de extendidas coloreados o en cultivo vivo.

Aproximadamente a los 8 dias de incubación, se tomóñun ml. dde

sedimento negro, y se pasó a un nuevo frasquito, previozagregado de-uno

cristalitos de-SOhFe, pero ahora sin la adición de SQBNaz.Por la demás
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se procedió como se indicó mas arribam

Este método de enriquecimiento se repitió unas tres o cuatro ve<

La fórmula dJl medio de Starkey, usado en esta primera parte y 1

base para el resto de las siguientes investigaciones figura en el apéJ
dice.

La sal ferrosa no se incorporó al medio que se va a esterilizar

se preparará unos 10 ml. de solución al 1%que se filtró por*filtro E

Zeitz o tindalizó 1 hora durante tres dias consecutivos y del sobrenac

te se tomó 5 ml. que se incorporó al medio,

Otra precaución fué la de eliminar el oxigeno del medio anteS1

usarlo, colocándolo en el agua hirvient durante 20 minutos y luego en
do inmediatamente.

Las muestras que un primer intento resultaron negativas fueron

repetidas.

Los fiñtimos pasajes solieron desarrollar con más dificultad, en
estos casos o en algún otro que se manifestara un retardo en el creci­

miento, fué muy eficaz el agregado al medio de 0,1% de extracto de lex
dura o de hierro metálico.

Para efectuar el aislamiento, éste de llevó a cabo por dilución
ya sea en tubos de ensayo o en cajas de Petrú.

Apartir de l ml. de cultivo ennegrecido se hicieron diluciones

en agua destilada. Unzml. de cada dilución se pasó a-un tubo con agar­
fundido y entibiado a.h5C. se agitó y se enfrió bruscamente;

Para lograr un cierre anaeróbico se cubrieron con l cm. de agar

y la boca del tubo se cerró con pirogalol, hidróxido de sodio y tapón:
parafinado.

La fórmula del medio sólido se consigna en el apéndice,

Los tubos que presentaron desarrollo aparecieron a los pocos dia

completamente negros o con puntitos negros según la dilución; se proce
dió a romper el tubo y con una pipeta se aisló una colonia transfirien
dela a un tubo de medio líquido.

Si es necesario; éste aislamiento puede repetirse.

En caso de que.se tenga un cultivo puro, se conservará en ese me
por lo menos una vez.al mes.

El métodode aislamiento en caja de Petri consiste'en hacer las

mismas diluciones que en el caso anterior pero colocando en sendas cam



h5c.; a éste agar se lo solió incorporar 0,1%de extracto de lovadur

y 0,24 do vitamina 0.

una vez solidificado, se le cubr16.con otra capa de agar, edi­

cionada de 3%de 603Na2,7H20y se dejó enfriar, se colocaron las pla
en un desecador, se efectuó el vacio y se inoculó a 280.-300.

Las colonias negras aparecieron a los h 6 5 dias bien diferen­

ciadas segúnla concentración de la caja, pudiendolas aislar sin di­
inUltad.

‘31estudio da la producción de hidrógenü sulfurado se llevó a

cabo mediante una serie de fermentaciones en mayor volumen, usando y

sea el medio de Starkey modificado con el agregado de activadoaes o

'increnontando en las concen raciones de algunos componenteso varian

do el pH, etc.; modificaciones quo aceleran o ratardan, annentan o
disminuyen la producción de hidrógeno sulfurado.

Determinación volumétrica del hidrógeno suiruraao

¡nnggmgn;g_ggl_gétgggl Se fijó el hidrógeno sulfurado dosprendid

en una solución anoniacal He cloruro de cadmio y se valoró en medio

ácido con iodato de potasio, en presencia de ioduro de potasio.
P a

m ggmm Q9,Mami sedisuelvelo,r,de
(macaen 500 nl. de agua destiladay se le añade600ml de

Salunián_fls.elaisdn.sl.22
m gg193239,ggMi se disuelvey llevae 1 lt. con

agua destilada 1.12 gra. de iodato de potasio para análisis secado
a 1800. y 12 grs. de ioduro de potasio.

m Mm (Ds1.19)el 293
nm

Se introdujo en un Erlenmeyer de 250 nls., 50 nls. de solución
de cloruro de cadnio anoniacal y 100 mls. de agua destilada. Se hizo

burbuaear el hidrógeno sulfuraao, considerandose agotado cuando no

tiñó de amarillo una nueva solución, se le agregó 2 nls. de solución

de almidán y 20 mls. de ácido clohídrico al 50’, y se tituló con la
solución áeioaato de potasio hasta obtener color azul permanente.
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RESULTADOS QETENLDOS

Mediante la técnica indicada más arriba se aislaron diversas capas
tal comose indica en el cuadro nro; l z

A N o

MUESTRA ¡{AMM A13523311 mfiélgg AIgLofiïámfio

1 tierra MTL ÉÉÉ: á

II tierra una ÉÉÉ: É

III tierra AMB 3%8: g

Iv tierra R 32%; A

V tierra T ÉÉS: A

v1 tierra P 383: A

A: ailamiento en tubos
B: aislamiento en placas

El métodode trabajo que resultó mas eficaz para el aislamiento

fue el enriquecimiento previo en medio de Starkey adioionado de SO3Na2.
Esta última sustancia se usó en los primeros pasajes y hasta que en el

examenmicroscópico indicó que 1a contaminación no era excesiva.

A partir de entonces los pasajes en el medio de enriquecimiento se

hicieron en mediodeistarkey tal cual. Es de hacer notar que a partir del

tercero o cuarto pasaje, el desarrollo se hizo máslento y el cultivo de
los Desulfovibrios m6 másdificil.

En término medio de tiempo necesario para obtener un cultivo acep­

table por observación microscópica y en fresco, fué de un meS¡

En este punto y ya contando con un liquido enriquecido y bastante

puro se practicó el aislamiento prefiriéndose po su facilidad de trabajo
el efectuado en medio sólido de Starkey en placa de Petri.

Las colonias aisladas fueron pasadas por razones de trabajo a medio

liquido de Starkey-y el desarrollo fué en muchasocasiones bastante lento.

De acuerdo con experiencias anteriores se observó, comose indicará

más adelante, que el agregado de extracto de leVadura e hierro metálico
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a-cel‘erabael desarrollo. Debidoa ello se incorporaron dichas sustancias
al medio de cultivo;

Conrespecto a las eontanlnaciones mas frecuentes es dable mencionar

a cocobaoilos gramnegativos (oolitormes) y cocos gram positivos. m nú­

mero-51 bien diminuia con el agregado de 303m2 no se eliminaban, lo. que
hizo siempre necesario; el aislamiento en medios sólidos;





PRODUCCION DE HIDROGENO SULFURADO

Conel objeto de determinar las condiciones óptimas para la pro­

dución del máximode hidrógeno sulfurado se ensayaron los siguientes a­

gregados al medio de Starkey.

CUADRONro. 2

MEDIO Modificaciones ensayadas al medio de Starkey

l Agregado de 0,0025%de extracto de levaduradurante la fermentación.

2 Reemplazo del sulfato de sodio puro por el
comercial

3 Agregado de 0,5% de tioglicolato de sodio

h Agregado de 0,1% de hidrolizado de levadura

5 Agregado de 0,5% de hidrolizado de levadura

El contenido de SOMFefué de 0,5 gr. en cada uno.

Las experiencias se planearon adicionando 2 ml. de cultivo en

medio líquido de Starkey de #8-72 hs. a #00 mls. de medio contenidos

en un Erlenmeyer.

Para los distintos medios empleados se adoptó el aparato esque­

matizado en la figura Nro. l.

El gas inerte fué hidrógeno y el hidrógeno sulfurado producido

fué recogido en un Erlenmeyer con cloruro de cadmio y titulado comose

indicó en la parte experimental.
Los resultados obtenidos figuran en los cuadros Nro. 3 y h. y en

el gráfico Nro. 2; donde se adicionó además de los resultados obtenidos

con el medio de Starkey original comocontrol.

En el cuadro Nro. h figura las cantidades de hidrógeno sulfura­

do fijado en cada experiencia comosulfuro ferroso.
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CUADRO Nro= 3

Hidrógeno sulfurado producido gg los distintos medios

mencionados gg g; cuadro Nro. 2

MEDIO M15. de solugáóïagetíggïggigfiegotasio gastados

dia: 12 1h 16 I9 22 26 29ï‘ 33 35 37

1 M 53+ 9 9,5 i138 12,5 3,5 2,7 h,72 3,1

2- o o o o o 1 7 7,h 10,8 3,8

3 o o o o o o o 2,7 7,3 8

4 0 O 0 O O interrumpida

5 o o o o o interrumpida

C 13 11 19,3‘19,j7 10 7,á 5,2 0,3 2,h 0,8

(1).; Iml. de solución de iodato de potasio equivale a 0,53
mgrs. de hifirógeno sulfurado

(x).- Agregadode extracto de levadura
C .— Control

CUADRONro, 4

Hidrfigeno sulfurado fijado comosulfúro ferroso gg

los medios indicados gg g; cuadro Nro, 2

MEDIO M15. de solución de iodato de potasiogastados en las titulaciones (l)

1 4%,?

2 58,1

3 39,8

h 13,1

5' 0,5

C 102,h

(l).1-Ver cuadro Nro. 3

También y con el mismo objeto de obtener la mayor producción de

hidrógeno sulfurado se ensayó el medio de miller.(66).Ver apéndice. El

resultado obtenido fué nulo ya que nu hubo desarrollo en un periodo de
obsrvación de 28 dias.
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mlïUENCIA gg IA CONCENTRACIOND_E.apra-xro

gm; g PRODUCCION g HIDROGENO SULFTJRADO

Ya que el objetivo del presente trabajo fuéael de la producción

de azufre o suzcompuesto oxidado más importante, el ácido sulfúrico, a

a partir de una fuente de sulfato proveniente ya sea de residuos indus­

triales o de liquidos residuales, interesaba saber cual era la concen­
tración mayorde sulfatos que permitiera el desarrollo de bacterias del

género Desulfovibrio;

Para ello se planearon primeramente experiencias co n el agregado

de distintas concentraciones de sulfato de sodio al medio de Starkey.

La composición y resultadñs figuran en el cuadro Nro. 5 y'en el

Gráfico Nro. 3.

Concentración gg sulfato gg

CUADRO Nro.

sodio agregado.g; medio gg Starkex

l_;g producción gg hidrógeno sulfurado correspondiente

MEDIO cont.en Mls. de solución de iodato de potasio: totales degastados en las titulaciones (l) los 20dias

5 7' 8 IO 12"3 1h 15 l? 18 20 25

I 5%0 535 63,8

2 5%0. 331 3,3 3,3 2 0,5 1+8,2

3 10730 531 59,71;

u 10%0 36,2 10 o L+6,.2

10"7 1 8 2 0 1 2 65.0

5 po 3, 11,7 11,3 (¿a ¿[La Q1 a,
6 15%0 Joa 8 7 65 6,5 38,3

l

l

7 207cc 9,7 8+3 7,8 556 65 39,5
LÏ

8 30%0 o o o 152 11,1 7,5 27,2 123 5,3 67,3

9 50%0 O O O 0 0 0 O O 0

El contenido de SOHFeen cada uno de elhos es de:0,5 grs.
(23;- Agregado de lactato de sodio
(IDQ- Ver cuadro Nro. 3





É.¿í

IHELUENCIAS gg; AGREGADOgg ACTIVANTES 59332

LA PRODUCCION Q; HIDROGENO SULFURADO

Comocomplemento de experiencias ya mencionadas se ensayaron di­

versos activantes del metabolismode las bacterias del género Desulfo­

vibrio siempre agregados al medio de Starkey tal como se menciona en el

cuadro Nro. 6.

CUADRO Nro. 6

Influencias de activantes. 22293 X Cantidades

agregados al medio gg Starkex

MEDIO Activante agregado

l 1%0de cisteina

2 1%0de cisteína e hierro metálico
h

3 1%0de cisteina, hierro metálico y 1%0
de extracto de levadura

h 1%0de cisteina, hierro metálico y 1%0
de peptona de carne

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro Nro. 7 y en el

gráfico Nro. H.

CUADRO Nro

Hidrógeno sulfmrado producido según cuadro Nro. 6

H Mls. de solución de iodatg de potasiar
MUESLRA gastados en las titulaciones (l)

día 12 13 Í 15 18

1. o o r o 0,1

2 0,4 o 0,5 0,6

3 1,8 1,2 1,2 1,6

1|- 1,8 0,5 0,7 0,5

(1).- Ver cuadro Nro. 3





EFECTOS pg LA INCORPORACION pg NUTRIENTES

DURANTE LA FERMENTACION

ComO'surgía de la observación de algunos datos obtenidos de las

experiencias anteriores que la producción práctica de hidrógeno sulfu­

rado.no correspondía a 1a teoria teniendo en cuenta el contenido de sul­

fatos del medio, se trató de investigar si la caída en la producción de

hidrógeno sulfurado era debida al agotamiento de algún nutriente.

Para ello se planeó la siguiente experiencia: a un frasco con

400 ml. de medio liquido de Starkey se le agregó sulfato de sodio para

completar a 10%de dicha sustancia. Se inoculó con un cultivo de Desul­

fovibrio de tres días y se procedió comoen casos anteriores haciendo

burbujear hidrógeno.

Se recogieron los gases formados en cloruro de cadmio y se titu­

ló periodicamente el hidrógeno sulfurado producido.

Cuandopor los valores pbbenidos se vió que 1a curva de produ­

cción iba acercandose a las abscisas se agregaron dos gramos de lactato

de sodio y se continuó con la fermentación. E1 resultado obtenido figu­

ra en el gráfico Nro. 3 (curva Nro. 5).

Tambiény con un objetivo similar se hicieron fermentaciones en

efi.medi0*de Starkey que contenía 10%de sulfato de sodio adicionado de

otros componentes, tal comoindica el cuadro Nro. 8.

CUADRONro, 8

Influencia de activantes frente a una concentración_—_———_—-—_——

MEDIO MODIFICACIONES INTRODUCIDAS

1 10%0so Na , 1%0cisteína, hierro metálico y 150de extráctó de levadura

2 10%O‘SOHNa2,1%0 cisteina, 1%0 de extracto de le­vadura

3 10%0 SOhNa2, y 1%0 de cisteina

El contenido de souEb en cada uno fué de 0,5 grs.
El hierro se esterilizó a‘la llama.
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Los resultados obtenidos figuran en el cuadro Nro. 9 y en el

grafico Nro. 5.

CUADRO Nro

Hidrógeno sulfurado groducido gn los distintos

medios indicados en g; cuadro flro. 8

MEDIO Mls;.de solución de iodato de potasio gastados Totales aen las titulaciones (1) los 20 dias
dia 5 7: 10 12 1h 17 20 25

1- 9,5 1,5 2,0 8,15 4,12

2 l 8,8 1,7 2,5 6,5 8,6 16,3 7,7 5,2: 57,3

3 3,3 0,7 1,7 h,1. 2,7 8,h 16,8 23,5 61,2

(l).- Ver cuadro Nro. 3.

Tambiény con el objeto de investigar la posible influencia del

agotamiento del ion sulfato.y amoniodel medio se realizó la siguiente

experiencia:

tenido figura en el cuadro Nro. 10.

CUADRONro, 10

Se sembró Desulfovibrio en sendos frascos por duplicado cuyo con­

Mediode Starkex con concentraciones crecientes

gg_sulfato de sodio nor dmglicado

MEDIOS COMPROBACION

1. , . , ,2 Ledlü‘lquLdo de Starkey

a Medio liquido de Starkey con 10%desulfato de sodio)

5 Medio liquido eq Starkey con 30%
6 de sulfato de sodio

(2-4-6l.- Controles

Seamantuvieron a 280. con corriente de nitrógeno.

Cuandola producción de hidrógeno sulfurado comenzóa declinar se

agregó a un frasco de cada medio (medio l - medio 3; a causa del retardo

del proceso sufrido en el medio 5, no se llevó a cabo ningún agregado),





10 mls. de una solución que contenía por 100 mls. 20 grs. de lactato de

sodio, ngrs. de fosfato monoácidode potasmo y H grs. de cloruro de
amonio.

Se continuó dosando la producción de hidrógeno sulfurado en los

6 frascos. Los resultados figuran en el cuadro Nro. 11 y en el gráfico

Nro. 6.

CUADRONro, Ig

Hidrógeno sulfurado groducido gn ¿gg distintos

medios mencionados en gl cuadro Nro, l!

a Mls. de solución de iodato de potasio.
M“DI0 _, gastados en las titulaciones (8)

-1... #1­
día 8 l lO ll 1h i I? 217 2h _1L

; 60 S 7 91 98 5 z 9 19 3 20 h 9 M8 0 10 7
’ E (1) . ’ ’ . (2) ’ ’

2 102,8 h9,0 y 1h,h 10,0 ¿ 5,5 1,6 ?

3 1,0 55,8 i 26,0 13,7 j 16,H 1h,3 ?
___ _ (3) 4

h 103,5 88,0 Q 8,3 5,0 Ï 2,5 1,0 7
l .

i . a . L_. ——
‘l 4' !

1 1_L L

f ï ‘ÑT’ É . f

6 5 0,33 Í 5,0 g 9,0 35,0 ¿ 18,8 5,7 g ?. . _ ;_ . L

(a).- ver cuadro Nro. 3
(l).- Agregadode nutriente
(2).- Reemplazo de 200 mls. de medio agotado por medio nuevo
(3).- Agregadode nutrientev

El contenido de SOMFeen cada uno de ellos fué de 0,2 grs.
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CULTIVO QE EEA BACTERIA DEL GENERO DESULFOVIBRIO

EQ FASE LOGABITMICA

Contando con los resultados que se han expuesto se procedió a ha­

cer un ensayo en mayor escala y con el fin de obtener un cultivo de pro­

ducción continua de hidrógeno sulfurado.

Para ello de inoduló con 20 mls. de un cultivo de Desulfovibrio

(muestra MTL)cuatro litros del medio líquido de Starkey, renovando pe­

riodivamente parte del caldo agotado, por otra nueva de acuerdo con el

incremento que iba tomando la curva.

Se mantuvo la anaerobiósis a temperatura ambiente, mediante una

corriente de nitrógeno, provocandoel arrastre de hidrógeno sulfurado

una vez producido para recibirlo en una solución de cloruro de cadmio

y valorarlo en titulaciones sucesivas.
Alrededor de los cinco dias de agregado el inóculo de manifestó

el ennegrecimiento, señal de una producción de hidrógeno sulfurado.

QHAQBONro 1g

Hidrógeno sulfurado producido pg; una sepa gg Q.

sulfuricans gantenida gg fase logaritmica (*)

Mls..de solución de iodato de potasio gastados
en las titulaciones )

Día 7 9 13 16 2o-—­

403 #50 #90 (x) 565 #75

(l),- Ver cuadro Nro..3
(x).p Reemplazo de medio

A los 13 dias de inoculado y debido a que en ese instante la

curva indicaba una tendencia a decrecer se procedió al reemplazo de un

litro de medio agotado por otro nuevo.

A causa del agotamiento del nitrógeno, la experiencia quedó

interrumpida, luego de 20 días de incubación, pero desde luego en el

gráfico Nror 7 puede verse que el cultivo se mantuvo durante ese tiempo

en fase logaritmica;

(*) 31 contenido de Sulfato ferroso fué de 2 grs.
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DISCUSION

De los resultados obtenidos con las técnicas de enriquecimiento

y aislamiento puede concluirse que la obtención de cultivos puros de

bacterias del género Desulfovibrio es una tarea para 1a cual no pueden

darse una técnica general, sino, tal cual comose ha indicado sugertr‘

caminos a seguir que deberán aplicarse de acuerdo al grado de pureza

de los cultivos que se vayan obteniendo; se puede asegurar que el ais­

lamiento en placas de Petri incubados en anaerobiosis es una técnica

de fácil realización y que dá resultado cuando el cultivo ha sido su­

ficientemente enriquecido en un medio liquido. Este debe ser por los

resultados obtenidos el de Starkey.

Por lo que respecto a las condiciones óptimas de producción de

hidrógeno sulfurado, el cuadro Nro 3 y el gráfico Nro 2 permiten con­

cluir que el agregado de 0,5% de tioglicolato de sodio para disminuir

el potencial de óxido--reducción del medio resulta tóxico para los gér­

menes y que el agregado de SO¡+Na2comercial, en nuestro caso y referi­
do al que se ha empleado resulta también nocivo para el desarrollo de

las bacterias en estudio. Ello surge de la larga fase de iniciación del

desarrollo que se observa en las dos curvas de crecimiento.

El agregado de extracto de levadura parece no tener influencia

sobre la curva dc crecimiento, aunque no puede concluirse demasiado de

los resultados obtenidos con concentraciones mayores de dicho sustrato.

(Esta experiencia se dejó en suspenso a la espera de repetición).

En es cuadro Nro,5 y en el gráfico Nro. 3 se indican resultados
obtenidos con distintas condentraciones de sulfato de sodio.

De la observación de las curvas surge que al aumentar la concen-r

tración de sulfato, tambieñ aumentael "log period" es decir la inicia­
ción del desarrollo que se vé retardada y hasta anulada cuando la con­

centración llegsa a un valor limite del 50%.

Ademásparece surgir en lo que a la producción de hidrógeno sul­

furado se refiere, ésta aumenta al aumentar 1a concentración de sulfa­

to pero hasta un cierto limite que parece ser marcada por la concentra­

ción del 10%. Resulta algo anormal el resultado obtenido con una concen­

tración de 30%de sulfato de sodio (Curva Nro. 8 - Gráfico Nro. 3). En



efecto al repetir en otra experiencia (Gráfico Nro 6 -Curva Nro.5 )

cultivos con concentraciones de lO y 30%de sulfato de sodio manifesta-u

ron una menor producción de hidrógeno sulfurado en los frascos cuyos

medios de cultivo contenía la mayor concentración de sulfato.

El intento de acelerar y mejorar la producción de hidrógeno sul­

furado por el agregado al medio de distintos activanteé noodió ningún

resultado satisfactorio; lo que permite concluir en dichos agregados

parecen ser incompatibles con el medio de Starkey. Sin embargo como)

hecho que pone de manifiesto la fisiología extraña de estos gérmenes,

el ensayo de estos mismosactivantes en medios con concentraciones

mayores de sulfato produjo resultados mas favorables.
Se volvió a notar el efecto detrimente del extracto de levadura

que puede ser consecuencia de 1a capacidad autotrófica de estos micro­

organismos. Además surgió comoagente mejoradod de la producción de

hidrógeno sulfurado el agregado de cisteina que actúa comosu doble

caracter de reductor y de úutriente.

Comoel objetivo del trabajo fué fijar condiciones de trabajo

para una producción contínua de hidrógeno sulfurado, es de notar el

resultado obtenido en las experiencias que se resumen en el grafico

Nro. 6, curvas Nro. l y 2; Comoalli indica,a unos de los cultivos se

le ggregó a los 10 y 17 dias de incubación nuevamente nutriente sin

sulfato. Se dejó el otro cultivo curva Nro. 2 comotestigo. Se pudo

constatar que el cultivo renovado prolongaba el punto de decrecimiénto

logaritmico. Este Becho permitía esperar que podria mantenerse la pro­

ducción de hidrógeno sulfurado en forma contínua por rremplazo de medio

de cultivo y agregado de fuente de sulfato, tan pronto la cancentración

de éste desciende a un valor muybajo que tendria que determinarse.

Es asíaque se planeó la experiencia que figura en el gráfico Nro.

7 y el cuadro Nro. 12 en la cual se pudo mantener el cultivo en fase

logaritnica durante 20 dias en base a un reemplazo de medio a los 13

días;
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' 1)o’

2).­

3).­

h).­

5).­

6).­

7)o‘

CONCLUSIONES

Se han podido aislar bacterias del genero Degglfovibrio de ma­

teriales contaminadospor enriquecimiento continuo y aislamiento

sobre agar en placas de Petri y en condiciones anaeróbicas. En

todos los casos sc ha tenido éxito con el medio de Starkey li­

quido y sólido.

Se ha comprobadoel efecto nocivo sobre las bacterias del géne­

ro Qggglgovibrio del tioglicolatc de sodio y de impurezas del
sulfato de sodio comercial.

El extracto de levadura no parece influir favoreciendo el cre­

cimiento de las bacterias del género Qgsulfovibgio.

Las bacterias del género Desglfovibrio pueden desarrollar hasta

una concentración máximade 10%0de sulfato de sodio aunque se

ha podido obtener desarrollo a concentraciones mayores (30%0).

El agregado de activanyes no favorece el desarrollo de los ger­
menes en estudio cuando a ellos se los cultiva en condiciones

anormales. Ejercen cierta influencia cuando la concentración del

sulfato de sodio aumenta.

La cisteina acelera en parte la producción de hidrógeno sulfu­

rado posiblemente actuando en su doble caracter de nutriente y

de agente reductor disminuyendoel potencial de óxido-reducción

del medio.

Se ha podido mantener el cultivo en fase logaritmica mediante el

cambio de medio agotado, renovvción de los nutrientes del mismo.

fi/fi
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A

ENDICE

Medios gg cultivog

Mediogg Beijeggigk
Sustancias Cantidades

Aguade zanja.................1000 mls.
Lactato o nalato de sodio
o pOtBSj-ooeonooooooocooooooooooooï - 0.1 81'.
AsparaginaOpeptona..........0.05 " 0.1 gr.

-oono.oooooeooooooo-oocooool ' 002 81'­
13&gïa1tr2o6 soh1.1g,-7H20.......o.5 - 2.0 gr.
co Na IOOOOooooooooooooooooooo 81'­
Sa deMohr...................trazas

Medio gg Delden

Sustancias nedio(1) medio(2)

Agua corrienteocaoooloOOOIOOO m150000001000 D15.Lactatode sodiog........5;0 grs. .....2.5 grs.
AsparangQOOOO0000.00.01. 81'. ooo-o ’­

ooooooooooooooooooo- '"'" 000000.25 81'.
Coco-ooooooocoooooooos gr. 000000025 81'.

¡{8,71120000000000000000100 81‘. 000001.0 81'.Ire-00000000000000.ooootrazas ooo... ""'5+8

medio gg ggggg

Sustancias Cantidades

Aguacorriente...............1000 mls.
Lactato de 50610.090000000000305 81's.

0...0...OOOOOIOCOOOOOOOOOOSgrs.
Pou OOOOOOOOOOOOOOI0.00....100gr.
SOhMg,7H2OOOOOOOOOOOIOO.00000200grs.080000000oooooonooooooooooloo 81'.
Sa de ¡{Oh-roooooooooooooocoootrazas

Mediogg Stagqu
Sustancias Cantidades

Agua corrienteoooootoooooooolooo mlS.Lactatode sodio............3.5 grS.
oooooooooooceoooooooooo ¡o 81'.

Pou oooooO-onooo-ooooooooooo 81‘s.
504Mg,7Ï120unu..un...”.2".g grs.S N82...........n..nu...1;USPS.
Cl 08,2}! 0......000000000090001 31'.SaÏdeMghr.................trazas



1'J

Medio "A"

Sustancias Cantidades

Aguadestilada......a..oo.1000 n15.
Lactato de sodio al 0%...3.5 grs.
Extracto de levadura DIFCO..1.0 gr.
P mzooooooooooooaoooo¡ooo-5 81‘81.
milk-000000......o-ooooooloo gr.
Swïa2000000000000000¡00.0100 gr.
C1 OoooooooooooooooooolSra
SOIÏI'Ig,7I-Ir200000000pc0.000.0200
SPHF9,7I20000000000000000000002 grs.
p‘.OOOIOOOOOOOOOOOUIOOOOOO O

Maio "B"
Sustancias Cantidades

Aguade conductividad..¿..1000 mls.
'- Ïonoaooonoocnooooooooo o 81'.
S C ¡otoooooooonooooOooooÏOg HI"..O’OOOO¡OOOOIOOOI.O.. O BT.
sgítlïg’m2otoonooooco.10000200
CO3IWHOOOOOOQCOOOIOOOQ000.100 (31'.

Medio "C"

Sustancias Cantidades

Aguacorriente............1000 mls.peptona...................5.0 grs.Dextrosa...........unu. 0.081'3.
Sohl'ïg,7II2OO.ooo000.000-000105

1132000000000...¡coco-0.0.5 grs,Sa-deHohr...............0.01 grsAgar..............l0......15.0

medio gg Miller
Sustancias Cantidades

CHHM.Ü.O.......0.........l.gfl 48971:]:000000000000000002. grs.
gogoonoo-ooonooooo0.18.25

P “¿0000000000000000000000 grs.
Claca'zQ-Hgoooooooooc0.0.0.000]. gr.Lactauode sodio..........21.0 grs.
CLI\Ia...............C..0...1.0 gl...
co caOOIOO000.000.000.0000100 gr.SaideHohr...............trazas
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