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Se han podido aislar bacterias del ggénoro Degul-
fovibrio do nateriales contaninadcs ( tierras procedentes de va-
rios lugares de Buenos Aires ) por enriquocimientos continuos y
aislanientos sobre azar en mExix placas de Petrl y en condicio-
nes anaorfbicas, Istas bacterias nertenccen a un grupo bilen de-
limitado, cataces dec ofectuar le reduccién dtdrecta del ién sulfato
a hidrégeno sulfurado,-

En todos 1los casos se ha tenido éxito con el ne-
dio de Starkey 1fquido y s8lidoj medio de carfoter solino, cuyo
‘mico eomponente orginico es el laotdto de sodio, que sirve co-
m0 matorial energético, con umo concentracifn del 0.1% de sulfy
to do sodioe~-

Se ha comprobado el efecto nocivo sobre las bacte=
rias dcl género Degulfovibpto del tiloglicolato do sodio y también
de las impurezas del sulfato de 30dic comerclal.-

El extraeto do levadura no porece influir en el
creciniento, en forma favorable, de las bacterias del género
Rogullovibrio, -

Las bactorias del género Degulfovibrio pueden des-
arrollar hasta en unon concentracién mfxima del 17 de sulfato de
sodio, ~unque se ha podido obtener desarrollo an concentracilones
afn maycres ( 3 % de-

El retordo del punto inicial de la produceién del
hidrégeno sulfurrdo es practicanente proporcionnl a la concentra-
cién del 1én cuwlfatoe~

El agregado de activantcs no favoreece ol desarro-
liode los gérmenes en estudio ouando & ellos se los ~ultiva en ¢
condiciones normales, Ejercen cierta influencia, cuandc 1o con=

centracifn del sulfato de sodio aunentn,-

La cisteina acelera en parte la produccién del hi-
drégeno sulfurado, posiblemente en su doble cerdecter de nutriente
y de agente redustor, disminuyendo el potencial de éxido-reduccilr




del medio, Del mismo modo actfis el hierro motflico incorporado
el medio,-

Se ha podido mantenser el cultivo en fase logarit-
mios medicnte dos procedimientod; en primer lugsr, rcnovando el

medio sgotado, y en segundo lugar agregando al medio algwmos de
los mutrientes,~

i/ -
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Las bacterias reductoras de sulfatos pertenecen a un grupo bien de-
limitado, capaz de efectuar la reduccidn directa de ion sulfato a hidro-
geno sulfurado.

Estdn muy distribuidas en la naturaleza, Son habitantes comunes del
suelo, del agua de mar, pero mis a menudo se las encuentra en zanjas y pa
rros rarinos y'ciénagas; aparecen también en aguas minerales y en las que
acompafian' a. 1os pozos petroliferos,

El agua usada para cerrar tanques conteniendo gas o petrdleo alber-
gan esas bacteriasj; y hasta se han encontrado enterradas a 7lm. de profun
didad, bajo: arenas y ciénagas en Holanda.

Estas bacterias son responsables de la gran cantidad de hidrdgeno
sulfurado en el Black Sea y en la acumulacidn de depdsitos negros encon=
trados en las cuencas de los rfos y en las profundidades del mar.

Estdn asociadas a graves inconvenientes debido a la produceifm de
hidrégeno sulfurado, As{ corroen tanques de almacenamientos, cafier{as,
cubriéndolos de una capa del producto de ataque.(l-2-3-L=5-6-7=8=9-10-
11-32-13-14-15-16-17) o

En la concepcidn electroquimica de la corrosidn, se acepta que los
jones metdlicos pasan a la solucién en el &nodo, sobre la superficie del
metal can la simulténesa descarga del hidrdgeno en el cidtodo, En presen-
cila cel aire, este hidrdgeno se combina con el oxigeno, de tal modo que
el sistema no se polariza y la corrosidén continua,

Cualquier interferencia con el desprendimiento. de hidrégeno: el pro-
ceso sufrirfa un retardo,

En las condiciones que estamos conslderando, en ausencia de oxfgeno
es decir,. en anaerobiosis, el proceso: se detendria por la polarizacidn
del cdtodo, a menos que algun agente aparte del oxigeno atmosférico, lo
despolarizara, Es asi como mediante un proceso biolégico, el sulfato pre~
cente en el suelo actuia como aceptor de hidrdgeno, dendo hidrégeno sulfu-
rado que se combina con el hierro en la zona anddica produciendo sulfuro
de hierro, ademds de 6xido ferroso-férrico hidratado e hidréxido. férrico,

La experiencia indica que se requiere un valor favorable de pH que

oscila entre 6,0 y 8,0

Este atauge conduce a una desaparicidén del hierro, dejando una matr:



=
de grafito, blanda y fdcil de rayar con'la ufia., Las sustancias reaccio-

nantes y los productos de regcetdfy, em mn proceso combinado aerdbico y

. - ‘e
. [ sel o

anaerdbico de corrosién se podria ‘gsqicmatizar del siguiente modos
corrosién : Fe + 2Hy0 —s Fe(OH), + 2H

DespoRarizacidn l/ \

oxidacidn del H oxidac. aerdbica oxidac, anaerdbica
de' la corrosion

1 ,///;::;erias ternveeedd.2Fe(0H) 54 H50X O

microbios: \\\delfhierro 2Fe(0 J3+a cal
aerbbica :
oxidantes 4 bag_ti_ I3}:]‘.(1. ceccces ‘ 2H+ 0 > Hs04 b ca
e
de T tubéreulos
hidrégenO; anaerébica oo-n-ooooooo.cooooo-oooo.obact; redo SUlfatQ
l SOyH,+ 8H —= SHo+ LH,0%c ce

38H,, + 2Fe(0H) ; —
OSFe S+ 6H50 + gFe-a- S-eS,7

El volumiinoso (HO)3Fe es convertide en: SFe, azufre y pirita, los
cuales ocupan menos lugar que en (HO)3Fé;y'de ahf las cavidades que tie-
nen lugar en las zonas de atgque,

Hay  ocasiones en que atagam los filtros de arena usados en la puri-
ficacidn de agua; en las fibricas de papel causan ennegrecimiento de la
pulpa, Tal es la cantidad de hidrdgeno sulfurado que suelen producir en
el agua de mar que llegan a provocar'la muerte de los peces y pajaros,
ennegrecen laspinturas a base de plomo de' los barcos y edificios e im=
purifican la etmdsfera.

Durante los Ultimos afios se estdn tomando ciertas precauciones pa-
ra evitar la corrosidén de los metales, ya que producen serics inconvenien
tes aprovechando las condiciones anaerdbicas de las profundidades del

suelo, agujereando aceros y grafitizando el hierro colado, (18-19-20),
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SISTEMATICA - PROPIEDADES BIOQUIMICAS, MORFOLOGICAS

Y TINTORIALES

Morfoldgicamente son bastones ligeramente curvos, Gram negativo, de
longitud variable (0,5 a 1 x 1 a 5) generalmente aislados, aunque a veces
suelen presentarse en cadenas cortas; activarente méviles mediante un tni.
co flagelo polar,.Estrictamente anaerdbicas,

Debido a que lascelulas tienen forma de espiral, llevé a su descu-
bridor Beijerinck (21) en 1895 a incluilr su cultiwo bajo el nombre de
Spirillum desulfuricans, Subsiguientemente han sido incluidas bajp el gé-
nero Microspira, Vibrio, Desulfovibrio y Sporovibrio, El Ultimo fué apli-
cado porque bajo. ciertas condiciones las bacterias producian esporos,(22-
23-21),

Su desarrollo se caracteriza por el desprendimiento de hidrégeno
sulfurado,(Desulfo, prefijo usado para indicar bacterias que reducen com-
puestos del azufre), aunque la fuente de azufre no sea necesariamente
iomes sulfatos,(25=26-27-28-29-30-31-32),

Ubicacidén esquemdtica

Clase ¢ Schizonmycetes
Orden ¢ Psevdomonadales
Suborden : Psceodoionadineae
Familia ¢ 5Svnirillaceac
Tribu N

Genero: : Jesulfovibhrio
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CARACTERISTICAS Y METABOLISHMO

Como ya se dijo estas bacterias son es'rictamente anaerdbicas,
Fisioldgicamemte ellas son lnicas en lo que se refiere al reguerimiento
de sulfatos o de ciertos materiales indrganicos incompletanente oxidados,
como especi{ficos agentes oxidantes, mientras que como fuente energética
generalmente necesitan para su desarrollo material orgdnico.(33).

Una tipica reaccién:

ZCH'3.HC0H.COONa+ SOpMg = ZCHS.COON.':!«L CO, + CO3Mg + SHy +Hy0

MATERIAL ORGANICO ENERGETICO

lactato: de sodio:
monosacdridos
disacdridos
dcidos grasos
alcoholes

anino 4cidos

MATERTAL DE EFECTO NULO
0 INHIBITORIO

acetato
tartrato
etanol
sacarosa
formiato
citrato

Adenmds es posible un desarrollo autotrdfico, usando. una fase ga-
seosa formada por gas hicrdgeno, libre deoxigeno como fuente de energia
(con un indispensable 5% de bidxido de carbono), en vez de compuestos
orginicos. (34=35-36=37),La relacién estudiada sobre una colonia japo-
nesa entre el hiérd@eno absorbido y el hidrdgeno sulfurado producido
coinciden con la siguiente ecuacidn:

4H, 4+-S0,Ca = SH, + Ca(OH), +2H0

La oxidacidn del hidrdgeno ofrece la energia necesaria para los pro-
cesos, oxidacidn efectuada por el sistema enzimdtico correspondgente.

En este caso el bicarbonato que contiene el medio satisface el
requeriniento - d e carbono,

La cistina, el &cido cisteico, la taurina o el &cido fenil sulfé-
nico no son reducidos,.

El azul de metileno u otros pigmentos pueden ser usados como acep-

tor. E1 CNK 6 SeOyK, inhiben la reduccidn del ion sulfato pero no la de

azul de metileno. Isto sugiere que la enzita reductora del ion sulfato
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podria existir independientemente de la hidroganasa,(38-39-k0-4l-l42-43),
Simultaneamente fué postwlada la presencia de la enzima reductora de ion
sulfato, la cual es inhibida por el AsO3Na,, CNK,NNaj § NH,OH.

Las bacterias puecen usar ion sulfito, tiosulfato, tetraionato,
netabisulfito o ditionato en lugar de ion sulfato y hasta posiblemente
azufre elemental, en un medio conteniendo triptona, glucosa, extracto
de levadura y sales,(44=45-L46),

Solamente unas pocas especies de bacterias reductoras de ion sulfato
entre ellas Sporovibrio desulfuricans, oxidsn el ion lactabto, Otras espe-
cies Sporovibrio rlibentschichll son capaces de oxldar el ion Zeestato a bie
éxido de carbono y agua, sin dejar residuo y el ion lactato; el propiona-—
to:y el butirato también son reemplazantes del ion lactato,

La habilidad de las bacterias reductoras de ion sulfato de sinteti-
zar nidrocarburos a partir de ciertos &cidos grasos ha sido demostrado
por laboratorios de experimentaciédn.(47-48-49-50),

Estas bacterias fueron cultivadas en ague de: mar enriquecida en
dcidos grasos como Unica fuente de carbono., Luego de 3 semanas deifincu-
bacidn a 26C., se procedid a la extracidén de los cultivos, obteniendose
apreciables cantidades de aceite, €ter y no saponificable,

El aceite extraido ha sido identificado como una mezela de hidro--
carburos alifiticos comprendidos entre Cqg ¥ Cose

Las expertiencias han sido repetidas usando &cido acético, propidnico
but{rico, estedrico y ldctico neutralizados a pH: 7 & con HONa,

La extracibn del aceite ha sido mas satisfactoria mediante el empleo
de tetracloruro de carbono,

Por otra parte ciertas especies de desulfovibrios asimilan hidro-
carburos aliféticos de elevado peso molecular, como ser: decano, tetra-
decano, eicosano, docosano, hentricontano, aceite parafinico y cera. Ni
hidrocarburos alifdticos como el benceno, xileno, antraceno, y ni cidlo-
exano e hidrocarburos alifdticos de meno® peso molecular gue el decano
perniten el crecimiento de bacterias,

Pards del hidrocarburo es oxidado, parte es utilizado para la sin-
tesis de sustancias de la ceélula bacteriana y parte es convertido en
hidrocarburo de bajo peso molecular,

El pH éptimo de desarrollo oscila entre 5,5 y 8,5.(51-52). Algunas
capas son meséfilas y crecen entre 25C. y 40C.j otras son terméfilas y

desarrollan entre 45C, y 60C.



AISLAMIENTO Y ENRIQUECTIMIENTO

Conotidas las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de la
bacteria se esti en vias de aplicar-los métodos para su aislaniento e
identificacidn.

Varios medios y métodos han sido propuestos para enriquecer culti-
vos y para @t crecimiento de cultivos puros,

Los medios de enriquecimientd usados son emntre otros, los de
Beijernick, Van Delden, Baars y Starkey.(2l).Ver apéndice.

El Unico constituyente orgdnico 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 hidrégeno sulfurado.(45).Ver apéidice.

Otros medios propuestos son los siguientes:medio A- medioB.(Este
Gltimo para desarrollo autréfico), /%

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 inoculdndolo en un medio apropiado e incubdndolo en
ausencia de oxigeno a 30C, El desarrollo estarfiindicado por la aparicién
de una coloracidn negra del medio que se Intensifica en una a tres sena-
nas. La presencia de gas indeca la contaminacidn por bacterirs fermenta-
tivas que muestran alta tolerancia al sulfuro &e hidrégeno,

El D.desulfuricans es capaz de producir 496 ppm. de hidrdgeno sul-
furado cuando el dador de hidrdgeno es el ion lactato, mientras que el
D riibentschichli: produce 1487ppm,

Las reacciones son las siguientes:

1). 2CH3.H..COH.COONa+ SO,Mg = 2CH3.COONa * 002_+C03Hg + SHs +-H29

2). 2CH3‘.CHOH.COONa+ 3SO]+I=Ig = 2002* 3CO3Mg + 3SH2 * 2H20 *CO3N32

Como se vé en la primera el ion lactate es desgradado a ion acetato

siendo la energfa e hidrdgeno aprovechables menores y en la segunda a

bidxido de carbono.mids agua,
Aunque la asparagima, peptona y otras fuentes organicas de nitré-

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

En 1949, Dutlin, Adams y Thomas (53) han encontrado que la tinclu-
sibn de 3% de 803Na2,7H20ven el medio elimina la mayoria de las contami-
naciones y facilita la subsiguiente purificacidn.,

En 1960, Postgste (54) consiguid lo mismo con altas diluciones de
la muestra,

Es interesante recalcar que se han preparado medlos de cultivos los
cuales se consiguid acelerar la produccidén de hidrdgeno sulfurado.(55-
56-57)

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

y estracto de lewvadura, en 16-24 horas se puede apreciar un ennegrecimien-
to.

La cisteina puede reemplazar al SNa,. (Grossman and Posgate)(58-59).

La inclusidén de hierro metdlico al medio hace innecesaria la exclu-
sién del oxigeno, lo misudr que la incorporacion de cisteina, permitien-
do buen desarrollo, Iguales resultados se obtuvieron inoculando un orga-
nismo aerdbico, como Serratia marcescens o Aerobscter aerogenes.

L a adicidn de cisteina, extracto de levadura o peptona al medio
de Starkey y de hierro netélizoomejora los resultados, Estos efectos
favorables no 8e aprecian en ausencia del hierro; esto sugiere que en
su presencia la cistefna actla mds que nada como un nutriente en vez de
disminuir el potencial déxido-reduccidnd

En cambio las ventajas dadas por una bacteria aerdbia no parece ser
debido a las modificaciones del potencial redox,

La presencia del hierro en el medio pareciera activar el crecinien-
to y =1 hacerlo el hidrdgeno sulfurado formadd produce una disminucidén
del potencial dxido-reduceidn con la subsiguicente creacidn de condidddio-
nes 6ptimas para que el desarrollo continue.

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 reconienda el siguiente pnrocediniento en la preparacién de las
botellas de inoculaciodn: los frascos son esterilizados en &® autoclave.

Un pequefio cris:al de Mohr (5 a 10 mgrs.) sostenido por unanpinza
v se introduce asépticamente en el frasquito; éste luego se llena hasta

la mitad con el medio estéril, libre cde ox{geno disuelto logrado median-
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te: ebullicidn previa y un enfriamiento ripido.

Segln Butlin, Dams y Thomas es posible conseguir desarrollo en pre-
sencia de 2-3 ppm. de oxigeno, o aerdbicamente habiendo agregado al medio
0.025% de &cido ascdrbico,

Sin embargo una eficiente y conveniente técnica anaerdbica es més
util,

Una vez con el frasquito lleno hasta la mitad, se inocula con la mueg
tra, ya sea de agua, lodo, tierra u oiro material en cantidad adecuada.
Se llenz la botella con el medio y se tapa sin alre, Se incuba a 28C,-30C,
Desarrolla en pocos dfas.

Se deja durante tres semanas, y si al término de ellas el rcsultado
es negativo, el inpculo puede considerarse inactivo o poco abundante.
Este método no es recomendable para trabajar con cultivos purds, por
peligro a la contaminacidn.

Se recomnienda en estos casos la jarra anaerdbica de }c. Intosch y
Fields, conteniendo una atmbsfera de hidrdgeno con 5% de COs..

Conjuntamente, durante la incubacidn desarrollan con las bacterias
reductoras de sulfato una abundante microflora, muy persistente y difis-
c¢il de eliminar por repetidas transferencias a medio fresco, Se anulan
apreciablemente con un 5% de sulfito de sodio,

As{, ninglin obligado, no halofilido reductor de sulfato puede de=
sarrollar,

en el maso de tratarse de cultivo crudo el sulfito sdélido puede
disolverse en el medio estéril entes de udarse o filtrarlo por filtro,
Zaitze (Una solucidn al 3% eleva el p= de 742 a 3,4. Se ajusta con 2 ml,
de ClH,N para 100 ml. de medio).

Haciendo observaciones al microscopio se puede conprobar el predomi-
nio de los vibrios, y se van aitslando por transferencias en medio fresco
sin sulfito (3 & 4) usdndo como indcilo el sedimento negro obtenido.

También mediante 1la cantidad de hicérdgeno sulfurado desprendido se
puede tener una idea de la efectividad del indculo; meno& de 50 ppm. se
considora inefectivo, de 150 a 450 ppm. activo,

Distintos medios y técnicas fueron llevadas a cabo para el aisla-
miento de colonias puras,

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

pasajes; posiblemente las contaminnciones fueron destrufdas por la aceidn
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prolongada del sulfuro de hidrdgeno.

Otra técnica se-fa la de estriar un medio de lactato agar, similar
en composicidén a los mencionados o mejor con la siguiente composicidns
nedio' C. (ver apéndice)..

Es mis favorable pero menos especifico que el medio de ion lactato.
Las cajas son inoculacas bajo condiciones anacrdbicas; aparecen asi pe-
quefias colonias marrones o doradas a lo alrgo de las estrias, para luego
ennegrcecerse a causa del sulfuro de hidrdgeno formado.

Esas colonias pueden aislarse estriandolas nuevamente en las mismas
condiciones.,.

Siendo la céntaninacidn mds comun. las bacterias coliformes, una
prueba de pureza, consistird en estriar una caja e incubarla aerdbicamente,

Las muestras enriquecicdas pueden ser sembradas en profundidad en
tubos de peptona, dextrosa-agar y mantenidas anaerobicamente cerrados con
tapones parafinacdos y pirogalol.

Si seguimos en nresencia de contaminantes, se seguirdn llevando a
cabo nuevas dilueiones, a partir de medio liquido o de colonias tomadas
de tubos agar.

Un método recomendable de purifiuacién requicre el uso de tubos de
agar fundidos, proximos a solidificar, inoculados con el material enrigue-
cido; después que &ste se haya dispresado a través del medio, el agar se
solidifica por enfriamiento brusco y se conserva anaerobicamente incuban-
dolo a 30C,

Tas bacterias de sulfato se manifiestan como puntos negros a través
del m»dio,

Una vez identificada la colonia se la aisla rompiendo el tubo ¥y
trans firiéndola a medio liquido asépticamente.

Starkey observé que frecuentemente habia una inhibicidn en el desa-
rrollo cuando intentaba transferirlads directamente a medio liquido, in-

conveniente que logrd subsanar con el agregado al nedio de 0,1% de extrac-

to de levadura Difeco,



PRODUCCION DE HIDROGENO SULIFURADO

Muchas levaduras y hongos pueden producir hidrdgeno sulfurado a
partir de compuestos orgdnicos e inorgdnicos. Una de las principales
fuentes de hidrdgeno sulfurado es la cisteina que estd contenida en
la peptona y otras sustancias,

Datos obtenidos por Clark y Tanner muestran que un 605 de culti-
vo de bacterias termdfilas son capnaces de producir hidrdgeno: sulfurado
a partir de SOK,, SO,Na,, SO,Ca, y SO, (FH,)5.

La reduccidn directa del sulfato a sulfuro es exclusividad del
género Desulfovibrio,

Pequefias cantidades de hidrdgeno sulfurado, podria ser Producido
por otras bacterias, por un proceso de reduccidn directa, el cual Beijer-
nick explicd asi: el sulfato es asirilado por las células de muchas bac-
terias durante su crecimiento, y el azufre es convertido en azufre inor-
gdnico en su protoplasma.

Después de la ruerte, una porcidn del azufre contenido en las cé-
culas queda libre como: hidrdgeno sulfuraco, pero solo un pequefio por-
centaje del sulfato contcnido en el medio es transformado,(60-61=-62-
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PARTE EXPLRIMENTAL

Enr el desarrollo de la parte experimental varias fueron las téeni
cas y medios usados. Se intensificd el estudio del tema referente a las
nodificaciones de los medios de cultivo, tratando de obtener as{ las co;
diciones dptimas para un mayor rendimiento. de hidrdgeno sulfurada, con
el fin de aprovecharlo industrialmente.

Durante su transcurso, se:hicieron algunas modificaciones a las
técnicas aconsejadas coro. indicaremos oportunamente, ya sea: con el obje:
to de simplificarlas o de subsanar ciertos inconvenientes imprevistos o

imposibles de solucionar,



TECNICAS Y METODAS DE ESTUDIO

Material utilizado-
Enriqueciniento - Medios
Aislamiento - Medios
Cultivo: - Medios:

A partir de muestras de tierra de distintos lugares de Buenos Air
(Vicente:Lopez, Tigre, Ranelagh, Polvorines, Palermo, Miguelete) obteni
dos & escasa profundidad (20 a 30 cm,) y en lo posible cercanocs o en co
tacto con cafier{as o depdsitos de hierro, se iniciaron los cultivos en
el medio de Starkey, en condiciones anaerdbicas con el objeto de enri-
quecerlas,.

Una pequeifia cantidad de tierra( lgramo. aproximadanmente) se intro-
dujo en un frasquito de vidrio, de boca ancha, con tapa esmerilada de
wnos 100 ml, de capacidad (o en su defecto un frasco gotero comin) pre-
viamente esterilizado en autoclave, conjuntamente con un cristalito de:
SO, Fe (en lugar de sal de Mohr) y la cantidad aconsejada de S03Na, s§li
do- (3 gramos cada.100 ml, de medio), luego se 11lend hasta el borde con
el meddo: de cultivo, dejdndose caer'la tapa, logrando asi que desborde
el liquido remanente, para luego ajustarla y obtener un cierre hidrduli
co total,

Cada muestra se hizo por duplicado, para incubar una a 28C. y la
otra-a 55C, (ésta 1ltima no presentd desarrollo),

Era innecesario extremar las condiciones asépfiicas en estas prime
ras siembras; pomgue se parte de un material ya de por si sumamente con
taminado.

Si las tapas de los frasquitos no fueran harméticas darfa lugar a
la evaporacidn del agua, ya que se ir{a reponiendo a medida que por ob-
servacidén se haga necesario,

El desarrollo se siguid por el ennegreciniento que aparecia en la
paredes, por el olor a hidrdgeno sulfurado, por observaciones al micros
copio de extendidds coloreados o en cultivo vivo,

Aproximadamente a los 8 dfas de incubacidn, se tom& un ml, dde
sedimento negro, y se pasd a un nuevo frasquito, previo: agregado de uno

cristalitos de-SOhFe3 pero ahora sin la adicidn de ngNa2. Por lo demfs



se procedid como se indicd mas arriba..

Este método de enriquecimiento se repitid unas tres o cuatro ve«

La férmila d:1 medio: de Starkey, usado en esta primera parte y ¢
base para el resto de las sigulentes investigaciones figura en el apé
dice,

La sal ferrosa no se incorpord al medio que se va a esterilizar
se preparard unos 10 ml. de solucidn al 17 que se filtrd por filtro E
Zeitz o tindaliz8 1 hora durante tres dias consecutivos y del sobrenac
te se tomd 5 ml. que se incorpord al medio,.

Otra precaucidn fud la de eliminar el ox{geno del medio antes
usarlo, colocdndolo en el agua hirvient durante 20 minutos y luego en
do inmediatamente,

Las muestras que un primer intento resultaron negativas fueron
repetidas,

Los fhtimos pasajes solieron desarrollar con mis dificultad, en
estos casos 0 en alglin otro que se manifestara un retardo en el creci.
miento, fué ruy eficaz el agregado al medio de O,l% de extracto de 1lev
dura o de hierro metdlico.

Para efectuar el aislariento, éste @e 1llevd a cabo: por dilueidn
ya sea én tubos de ensayo o en cajas de Petrth,

A partir-de 1 ml, de cultivo ennegrecido se hicieron diluciones
en agua destilada. Um ml. de cada dilucidén se pasd a un tubo con agar:
fundido y entibiado a 45C. se agitd y se enfrid bruscamente,

Para lograr un cierre anaerdbico se cubrieron con 1 cm, de agar
y la boca del tubo se cerrd con pirogalol, hidrdxido de sodio y tapdn:
parafinado,

La foérmula del medio sélido se consigna en el apéndice.,.

Los tubos que presentaron desarrollo aparecieron a los pocos dfia
completamente negros o con puntitos negros segln la dilucién; se proce
did a romper el tubo y con una pipeta se aisld una colonia transfirien
dola a un twbo de medio 1{quido..

S1 es necesario, éste aislamiento puede repetirse,

En caso de que se tenga un cultivo pliro, se conservari en ese me
por 1o menos una ves al nes.

El método de aislamiento en caja de Petri consiste en hacer las

mismas diluciones que en el caso anterior pero colocando en senflas caj:



45C,3 @ éste ager se 1o solid incorporar 0,1% de extraeto de levadur
y 0,2¢ do vitanine G,

Una vez solidificado, se le cubrié .con otra capa de ager, adie
elonada de 33 de 303Na2,7ﬂao y se de}d enfriar, se ocolocaron las pla
en un desecador, se efectud el vacio y se inoculd a 28C,=30C,

Las colonias negras aparacieron a los &% J 5 d{ss blen diferen-
cladas sogin la ooncentraeién de la caja, pudiondolas aislar sin di-
floultad,

71 estudio de la proiluccién de hidrégentd sdlfurado se llevd e
cabo mediante una seris de¢ fermentaciones en mayor voluman, udando y
sea el medlo de Starkey modificado oo el agrasando de aagtivadowes o
insrenentando en las concan reciones de alguhos componentes o varian
do el pil, eto,§ modiflsaclones que acelersn ¢ reterdan, aumenten o
d1sminuyen la ppoducaidn de hidrdgeno sulfurado,

Determinacidn volunétrica del hidrdpeno sulfurado
undamentn del aftodos Se £138 el hidrSgeno sulfurado desprendid
en una solucién amoniacal “e cloruro de czdmio y se valord en medio
doido eon iodato de potasio, en presencia de loduro de potasio,
198
Solueién de glorupe de gadmiosamgniagels se disuelve logr, de
CLxCd en %00 rils de agua destiladay se le afiade 600 ml de OHIE,
Solugidn de alniddn el 22
Solueidn de iodeto da potssios se disuelve y lleva a 1 1t, con
agus destilada 1,12 grs, de iodato de potasio para anflisis secado
a 180C, y 12 grs, de ioduro de potasio,

Acddo glorhfdrico (s 1,19) gl 50%

Zécplco
Se introdujo en un “rlennmeyer dc 250 mls., 50 rls. de solucién
de cloruro de cadnlo aonlacel y 100 mls, de epue dectilade, e hizo
burbujear el hidrégeno sulfuralo, considerandose agotado cuando no
t17i6 de amarillo una nueva solucidn, se le agregd 2 =ls. de soluoién
de almidén y 20 mls, de doido clohfdrieo al 50%, y se tituld oon la

solucibn delodato e notnsio hasto obtoner eolor azul permanente,
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RESULTADOS OBTENIDOS

Mediante 1la técnica indicoda més arriba se alslaron dilversas capas

tal como se indica en el cuadro Nro. 1

A Nro
MUBSTRA | wATRATAT | ATGLADA | INCUBAGION | ATSLAMIENTO
I tierra MTL %gg: g
II tierra NAC %%8: 5
111 tlerra AMB 308 2
Iv tierra R %gg: A
v tierra T %gg: A
VI tierra P %gg: A

A3 allamiento en tubos
Bs aislamiento en placas

El nétodo de trabajo que resultd mas eficdz para el aislamiento
fuf el enriquecinmiento previo en medio de Starkey adiecionado de S04Na, .
Esta iltima sustancla se usé en los primeros pasajes y hasta que en el
exanen nicroscdpico indicd que la contaminacidn no era excesiva,

A partlr de entonces los pasajes en el medio de enriquecimiento se
hicleron en medio de’ Starkey tal cual, Es de hacer notar que a partir del
tercero o ouarto pasaje, el desarrollo se hizo nés lento y el cultivo de
los Desulfovibrios fu§ mfs diffeil,

El términoc medio de tiempo necesario para obtener un ctiltivo acep~
table por observacién nicroscépica y en fresco, fué de un mes,

En este punto y ya contando con un liquido enriquecido y basbante
puro se practicd el ailslamiento prefiriéndose po su facilidad de trabajo

el efectuado en medio sflido de Starkey en placa de Petri,

Las colonlias alsladas fueron pasadas por razones de trabajo a medilo
liquide de Starkey y el desarrollo fud en muchas ocasiones bastante lento.

De acuerdo con experiencias anteriores se observd, como se indicarf

mis adelante, que el agregado de extracto de levadura e hierro metflico
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aceleraba el desarrollo, Debldo a ello se incorporaron dichas sustanclas

al medio de cultivo,

Con respecto a las contaminaciones mas frecuentes es dable mencionar
a cocobacilos gram negativos (aoliformes) y cocos gpam positives, Su ni-
mero si bien dismimufa con el agregedo de SO3N32 no se eliminabon, lo que
hizo slempre necesario el aislamiento en medios slidos,






PRODUCCICN DE HIDROGENO SULFURADO

Con el objeto de determinar las condiciones déptimas para la pro-
ducidén del mdxzimo de hidrdgeno sulfurado se ensayaron los siguientes a-

gregados al medio de Starkey.

CUADRO Nro, 2

MEDIO Modificaciones ensayadas al medio de Starkey

1 Agregado de 0,0025% de extracto de levadura
durante la fermentacion.

2 Reemplazo del sulfato de sodio pgro por el
comercial

3 Agregado de 0,%% de tioglicolato de sodio

L Agregado de 0,1% de hidrolizado de levadura

5 Agregado de 0,5% de hidrolizado de levadura

El contenido de SO,Fe fué de 0,5 gr. en cada uno.

Las experiencias se planearon adicionando 2 ml. de cultivo en
medio 1{quido de Starkey de 48-72 hs. a 400 mls. de medio contenidos
en un Erlenneyer,

Para los distintos medios empleados se adoptd el aparato esque-
matizado en la figura KNro. 1.

El gas inerte fué hidrégeno y el hidrdgeno sulfurado producido
fué recégido en un Erlenmeyer con cloruro de cadmio y titulado como se
indicd en la parte experimental,

Los resultados obtenidos figuran en los cuadros Nro. 3 y 4. y en
el gréfico Nro. 2, donde se adiciond ademds de los resultados obienidos
con el medio de Starkey original como control,

En el cuadro Nro, 4 figura las cantidades de hidrégeno sulfura-

do fijado en cada experiencia como sulfuro ferroso,
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CUADRO Nros 3

Hidrégeno sulfurado producido en los distintos medios

mencionados en el cuadro Nro, 2

MEDTO Mls, de solu:ié?agetigﬁi:giggegot?f%o gastados
afa: 12|14 |16 |19 |22 |26 |29 |33 |35 p7
1 kis,k{ 9 [9,5 %;38 12,5 3,5 [ 2,7 | ¥,7{ 3,1
2 olo]lofol]o 1| 7 |7,+|16,8 3,8
3 olo | o] o] o o| o [2,7]7,3] 8
L o] ©O 0 0 0 interrumpida
5 olo{ofo] o interrumpida
c 131 11 1;;119,ﬁ 10 %:4 5,2]0,3 | 2,%| 0,8

(1)e= Iml, de solucgén de iodato de potasio equivale a 0,53
mgrs. de hidrogeno sulfurado

(x).- Agregodo de extracto de levddura

C .- Control

CUADRO Nro, 4

Hidrﬁgeno sulfurado fijado como sulfwro ferroso en

los medios indicados en el cuadro Nro, 2

MEDTO Mls, de solucidn de iodato de pota;io
gas$sdos en las titulaciones (1)
1 Wl )7
2 58,1
3 39,8
b 13,1
| T
c 102,4

(1)< Ver cuadro Nro. 3
Tanbién y con el mismo objeto de ohtener la mayor produccidn de
hidrbgeno sulfurado se ensayd el medio de miller,.(66).Ver apéndice, El
resultado obtenido fué nulo ya que no hubo desarrollo en un periodo de

obsrvacidn de 28 dfas,



INFLUENCIA DE LA CONCENTRACICN
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DE SULFATO

Ya que el objetivo del presente trabajo fué el de la produccidn

de azufre o sw compuesto oxidado mdas impottante, el §cido sulfirico, a

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

triales o de 1iquidos residuales, interesaba saber cual era la concen-

tracibén mayor de sulfatos: que permitiera el desarrollo de bacterias del

género Desulfovibrio,

Para ello se planearon primeranmente experiencias co n el agregado

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

La composicidn y resultadds figuran en el cuadro Nro. 5 y en el

Grifico Nroe. 3

CUADRO Nro. 5

Concentracidn de sulfato de sodio agregado al medio de Starkey
y la produccidn de hidrégeno sulfurado correspondiente

mpro | COREeen || M, de saluoiln de dedete decPolste | Sordes e
SOL}Na2 _dila.
5({7 18 |10|12 L3 |14 |15 |17 ]18|20 |25
1 5%0 b 38 63,8
2 5%0. 398 |33 3,3 20,5 18,2
3 10%0 531 59,1
L 10%o0 36,2 |10 0 46,2
5 10%o 3,17 |8|1W,3 :(a],g 0,3 |02 Q1 65,0
6 | 15% o3| 8| |7 65 [6,5 38,3
7 20%0 97|88 7,8 %6 66 39,5
8 30%0 ol 0|0 [W2{1) 745 27,;: 12315,3 67,3
9 50%0 o o o} o 0 0 0| O 0

El contenido de SO,Fe en cada uno de elpos eS'de:O,S grs.
(X).- Agregado de lactato de sodio

(B) .~ Ver cuadro Nro. 3
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LA PRODUCCIiON D& HIDROGENO SULFURADO

Como complemento de experiencias ya mencionadas se ensayaron di-
versos activantes del metabolismo de 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, Tipos y cantidades

agregados al medio de Starkey

MEDIO Activante agregado
1 1%o de cisteina
2 1%0 de cistefna e hierro metdlico
l,_, — -
3 1%0 de cisteina, hierro metdlico y 1%o
de extracto de lewvadura
L 1%o de cisteina, hierro metdfico y 1%o
de peptona de carne
—_

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro Nro., 7 y en el
gréfico Nro. 4.

CUADRC _Nro, 7

Hidrdgeno sulfiirado producido segin cuadro Nro. 6

wmstaa | 18 de solucidn do fodaty do potasic
dfa 12 13 1 15 18
1 0 0 o 0,1
> 0,4 0 0,5 0,6
3 1,8 1,2 1,2 1,6
L 1,8 0,5 1 0,7 0,5 |

(1).- Ver cuadro Nro. 3
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EFECTOS DE LA INCORPORACION DE NUTRIENTES
DURANTE LA FERMENTACION

Como surgia de la observacidn de algunos datos obtenidos de las
experiencias anteriores que la produccidén prictica de hidrdgeno sulfu-
rado no correspondfa a la teoria teniendo en cuenta el contenido de sul-
fatos del medio, se tratd de investigar si la caida en la produccidn de
hidrégeno sulfurado era debida al agotamiento de algin nutriente.

Para ello se planed la siguiente experiencia: a un frasco con
400 ml, de medio liquido de Starkey se le agregd sulfato de sodio para
completar a 10% de dicha sustancia. Se inoculd con un cultivo de Desul-
fovibrio de tres dias y se procedid como en casos anteriores haciendo
burbujear hidrdgeno.

Se recogieron los gases formados en cloruro de cadnmio y se titu-
16 periodicamente el hidrdgeno sulfurado producido.

Cuando por los valores pbbenidos se vid que la curva de produ-
ccidn iba acercandose a las abscisas se agregaron dos granos de lactato
de sodio y se continud con la fermentacidn. El resultado obtenido figu-
ra en el grafico Nro., 3 (curva Nro. 5).

También y con un objetivo similar se hicieron fermentaciones en
eli medio de Starkey que contenia 104 de sulfato de sodio adicionado de
otros componentes, tal cormo indica el cuadro Nro, 8,

CUADRO Nro, 8

Influencia de activantes frente a una concentracidn

determinada de sulfato de sodio

MEDIO MODIFICACIONES INTRODUCIDAS
1 10%0 S0, Na_, 1%o cisteina, hierro metdlico y 1%o
de extr%ctg de levadura
2 10%0 SO Na.,,, 1%0 cisteina, 1%o de extracto de le-
vadura
3 10%0 S0, Na,, ¥ 1%0 de cisteina

El contenido de 30,Fe en cada uno fué de 0,5 grs.

El hierro se esterilizd a la llama,
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Los resultados obtenidos figuran en el cuadro Nro. 9 y en el

grifico lNro, 5.

CUADRO llro, 9

Hidrdgeno sulfurado producido en los distintos

medios indicados en el cuadro Hro. 8

MEDIO Mls.. de solucidn de iodato de potasio gastados | Totales a
en las titulaciones (1) los 20 dias
dfa 5 | 7 |10 |12 |1k | 17 | 20 25
1l 9’5 1,5 2,0 87;5 9,5 7,5 )+72 2"6 l+5,3
2 | 8,8 | 1,7 | 2,5 | 6,5 | 8,6 |16,3| 7,7 | 9,2 57,3
3 3,3 | 0,7 | 1,7 4,1 2,7{ 8,4| 16,8 | 23,5 61,2

(1)~ Ver cuadro Nro., 3.

También y con el objeto de inwestigar la posible influencia del

agotamiento del ion sulfato y amonio del medio se realizd la siguiente

experiencia:s

Se sembrd Desulfovibrio en sendos frascos por duplicado cuyo con-

tenido figura en el cuadro lNro, 10.

Medio

CUADRO Nro, 10

de Starkey con concentraciones crecientes

de sulfato de sodio por duplicado

MEDIOS COMPROBACION
1. s s
> Medio liquido de Starkey
g Medio 1iquido de Starkey con 103 de
sulfato de sodio.
> Medio 1{quido &g Starkey con 303
6 de sulfato de sodio:

(2-4-6].- Controles

Se: mantuvieron a 28C, con corriente de nitrdgeno.

Cuando la produccién de hidrégeno sulfurado comenzd a declinar se

agregé a un frasco de cada medio (medio 1 - medio 33 a causa del retardo

del proceso sufrido en el medio 5, no se llevd a cabo ningln agregado),
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10 mls, de una solucidn que contenia por 100 mls, 20 grs, de lactato de
sodio, 2 grse. de fosfato amonodcido de potasto y 4 grs. de cloruro de

amonio,

Se continud dosando la produccidn de hidrdgeno sulfurado en los

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

Nro. 6.
CUADRO Nro, 1L
Hidrbgeno sulfurado producido en los distintos
medios mencionados en el cuadro Nro, 18
MEDIO Mls, de solucidn de iodato de potasio- ]
. g !
N gastados en las titulaciones (&) g
“dia 8 10 | 11 | 1w | 17 | 21 2l
A
. 60,5 749
1 98,5 | ’ 19,3 | 20,4 ’ 48,0 10,7
SR ¢ O 1 (@ ’ ’
2 102,8 49,0 | 14,4 | 10,0 : 545 1,6 ?
e
3 1,0 55,8 : 26,0 | 1397 ' 16,4 | 14,3 ?
| _ ‘ (3) i
4 103,5 ! w40 | 8,3| 5,0 2,5 | 1,0 ?
l :
“ - . o
i i !
5 o . 0 ! o0 1,0. . 6,9 { 18,0 18,3
H N J L !
i T ! ! o !
6 i 0,33 i 5,01 9,0} 350 ! 18,8 | 67 | 7 |
—_— : ! " : i {

(a)e~ Ver cuadro Nro. 3
(1) .~ Agregado de nutriente
(2) e= Reemplazo de 200 mls, de medio agotado por media nuevo
(3) .= Agregado de nutriente-
El contenido de S0 Fe en cade uno de ellos fué de 0,2 grs.
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Ell FASE LOGARITMICA

Contando con los resultados que se han expuesto se procedidé a ha-
cer un ensayo en mayor escala y con el fin de obtener un cultivo de pro-
duccidn continua de hidrégeno sulfurado.

Para ello @e inoduld con 20 mls, de un cultivo de Desulfovibrio
(muestra MTL) cuatro litros del medio liquido de Starkey, renovando pe-
riodieamente parte del caldo agotado, por otra nueva de acuerdo con el
incremento que iba tomando la curva.

Se mantuvo la anaerobidsis a temperatura ambiente, nediante una
corriente de nitrégeno, provocando el arrastre de hidrégeno sulfurado
una vez producido para recibirlo en una solucidén de cloruro de cadmio
y valorarlo en titulaciones sucesivas.

Alrededor de los cinco dfas de agregado el indculo de manifestd
el ennegrecinmiento, sefial de una produccidn de hidrdgeno sulfurado,

CUADRO Nro 12

Hidrdgeno sulfurado producido por una cepa de D.

sulfuricans mantenida en fase logarftmica (*)

Mls, de solucidn de iodato de potasio gastados
en las titulaciones (1)

—

Dia 7 9 13 16 20

e - - e—

403 450 490 (x)| 565 L75

(1)o~- Ver cuadro Nro. 3
(x)e- Reemplazo de medio

A los 13 dias de inoculado y debido a que en ese instante la
curva indicaba una tendencia a decrecer se procedid al reemmlazo de un
litro de medio agotado por otro nuevo,

A causa del agotamiento del nitrdgeno, la experiencia quedd
interrumpida, luego de 20 dias de incubacidén, pero desde luego en el
grafico Nro,. 7 puede verse que ¢l cultivo se mantuvo durante ese tiempo

en fase logaritmica.

(*) Z1 contenido de sulfato ferroso fué de 2 grs.
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DISCUSION

De los resultados obtenidos con las técnicas de enriquecthniento
vy alslamiento puede concluirse que la obtencifin de cultivos puros de
bacterias del género Desulfowibrio es una tarea para la cual no pueden
darse una técnica general, simo, tal cual como se ha indicado sugerii
caminos a seguir que deberdn aplicarse de acuerdo al grado de pureza
de los cultivos que se vayan obteniehdo, se puede asegurar que el ais-
laniento en placas de Petri lncubados en anaerobiosis es una téenica
de féci} realizacibn y que d& resultado cuando el cultivo ha sido su-
ficientenente enriquecido en un medio 1fquido. Este debe ser por los
resultados obtenidos el de Starkey,

Por lo que respecto a las condiciones dptimas de produccién de
hidrégeno sulfurado, el cuadro Nro 3 y el gré&fico Nro 2 permiten con-
cluir que el agregado de 0,5% de tioglicolato de sodio para disminuir
el potencial de 6xido~ reduccidn del medio resulta tdéxico para los gér-
menes y que el agregado de SO,+Na2 comercial, 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 iniciacidn del
desarrollo que se observa en las dos curvas de crecinriento,

E1l agregaco de extracto de levadura parece no temer influencia
sobre 1a curva dc crecimiento, aunque no puede concluirse demasiado de
los resultados obtenidos con concentraciones mayores de dicho sustrato,
(Esta: experiencia se dejo en suspenso a la espera de reveticidn).

En 22 cuadro Nro,5 y en el gridfico Nro. 3 se indican resultados
obtenidos con distintas condentraciones de sulfato de sodio,

De la observacidn de las curvas surge que al aumentar la concen-
tracibn de sulfato, tambien aumenta el "log period" es decir la inicia-
cidén del desarrollo que se vé retardada y hasta anulada cuando la con-
centracidn llegsa a un valor limite del 50%.

Adends parece surgir-en lo que a la produccidn de hidrdgeno sul-
furado se refiere, &sta aumentae al aumentar la concentracidn de sulfa-
to pero hasta un cierto limite que parece ser marcada por la concentra-
cidén del 10%, Resulta algo amormal el resultado obtenido con una concen-

tracién de 30% de sulfato de sodio (Curva Nro. 8 - Grifico Nro. 3). En



efecto al repetir en otra experiencia (Gréfico Nro 6 - Curva Nro.S )
cultivos con concentraciones de 10 y 30% de sulfato de sodio manifesta-
ron una renor produccién de hidrégeno sulfurado en los frascos cuyos
medios de cultivo contenfa la mayor concentracidn de sulfato,

El intento de acelerar y mejorar la produccidén de hidrégeno sul-
furado por el agregado al medio de distintos activante@ n6>did ningin
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 fisiologia extrafia de estos gérmenes,
el ensayo de estos mismos activantes en medios con concentraciones
mayores de sulfato produjo resultados mas favorables,

Se wolvid a notar el efecto detrimente del extracto de levadura
que puede ser consecuencia de la capacidad autotrdfica de estos micro-
organismos. Ademds surgid como agente mejorado@ de la produccidén de
hidrdgeno sulfurado el agregado de cisteina que actlla como su doble
caracter de reductor y de nutriente.

Como el objetiwo del trabajo fué fijar condiciones de trabajo
para una produccidn continua de hidrdgeno sulfuraco, es de notar el
resultado obtenido en las experiencias que se resumen en el grifico
Nro. 6, curvas Nro. 1 y 2. Como alli indica,a unos de los cultivos se
le ggregd a los 10 y 17 dias de incubacidn nuevamente nutriente sin
sulfato., Se dejd el otro cultivo curva Nro, 2 como testigo., Se pudo
constatar que el cultivo renovado prolongaba el punto de decrécimianto
logar{tmico, Este Becho permitia esperar que podria mantenerse la pro-
duccidn de hidrdégeno sulfurado en forma continuas por rremplazo de medio
de cultivo y agregado de fuente de sulfato, tan pronto la ctmcentracidn
de éste desciende a un valor muy bajo que tendr{a que determinarse.

Es as{-que se planed la experiencia que figura en el gridfico 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

dias,
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CONCLUSTONES

1).- Se han podido aislar bacterias del genero Degsulfovibrio de ma-
terilales contaminados por enriquecimiento continuo y aislamiento
sobre agar en nlacas de Petrt y en condiciones anaerdbicas., En
todos 1os casos sc ha tenido éxito con el medio de Starkey 1i-
quido y sélido.

2).,~- Se ha comprobado el efecto nocivo sobre las bacterias del géne-
ro ovibrio del tioglicolatc de sodio y de impurezas del
sulfato de sodio comercial,

3)e- E1 extrecto de levadura no pasrede influir favoreciendo el core-
ciniento de las bacterias del género Desulfovibrio,

4),- Las bacterias del género Desulfovibrio pueden desgrrollar hasta
una concentracién mfxima de 10%0 de sulfato de sodio aunque se
ha podido obtener desarrollo a concentraciones mayores (30%0).

5)e- L1 agreéado de a2ctivanges no favorece el desarrollo de los ger=-
nenes en estudio cuwando a ellos se los eultiva en condieiones

‘normales. Ejercen cierta influencia cuando 1z concentracién del
sulfato 'e sodio aumenta,

6).- La clstefna acelera en parte la produccidn de hidrégeno sulfu-
rado posihlemente actuando en su dobla caracter de nutriente y
de agente reductor disminuyendo el potencial de Sxldo-reduccidn
del niedio,

7).~ Se ha podido mantener el cultivo en fase logar{tmica mediante el

canbio de medio agotado, renovnclén de los nutikientes del mismo,
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ENDICE

Medios de cultivog

Medio de Beljernick
Sustancilas Cantidades

Agua de zanja..ooooooooooooo0.1000 mls.
Lactato o malato de sodio
OpOtBSiO...............o...-.0005-001 g
Asparagina (8] peptona.....o..-oo.05 - 0.1 gr.
_oonno 00000000000000-0000.1-002 81'.
?&ggfaiz,o 8 SOLMEy/Ho00eneeeele5 = 2.0 g2

a2........................ 8T

Cco
Sai de MONreecessseccnssesseeeblazas

Hedio de Delden
Sustancias nedio(l) medio(2)

Agua corrient@eeccceceseeel000 mlsees...1000 ls,

Lactato de S0310ccescosscTe0 BPSe seeee2ed ErSe

AsparagMOOOOOOO..0.0...100 gr. 20000 bl
000000000 CSISPORSLIOSEIOSRONY ™ 000000025 gl‘o

P%} 0000000000000000000005 grO 000000025 gr.

Mg, 7T OcoosonssesccseelsO BT, eeseleO gX,
SS&FB.???................trazas :ooooo -mo

lledio de Baars
Sustanclas Cantidades

Agua corrienteeecsecescceseesl000 mls,
Lactato de 50d10.ececsscesese3ed ErS,
..O....l......o.‘.......0.5 grs.
qu_ 00..00.......0.0.0..Q.Ol.o grO
SO’_l_Mg,']Hzooooooooooo.oo000000200 grs.

Ca.u.....................1.0 gr.
Sal de MOhPresesescsssseseessestlazas

Medio de Starkey
Sustancias Cantidades

Lgua corrientCessecceccscessel000 mls,
Lactato de s0d10eeescceccsecded BTSe
oooooooo-oooooooooocoooloo gTr,
PO)_'_ 00000...1.0.0000000000005 grSo
5041”18,73120..................2‘.9 gI'So
S%Naaooooooooo-oooooooooo-rl; O'GI'S.

C:L ca’zH Oooooooococoooooo’oool gl'o
Sai de I hI‘............o..o.tl‘azaS



’

>,
Medio "A"
Sustancilas Canticdades

Azua destlladac.eccssesceeel000 nlc,
Lactoto de s0dio al 70%eee3+5 2Zrs,

xtracko de levadura DIICO0.,.1.0 gr,
Pq?HKzto000000000000000000005 grS.

ClIiL\_'_

S

.00..0..0.0-..-..-0'.1.0 {{I'.
Ol}ITa2OOOOOOoooooooooocoooloo T
Cl 08,611 Oceessocccsncnceslol ST
Sol%l'lg’mzoooooooc'o00000002.0 gI‘S.
S0)FO ) 7Ha0u s anerennnvesess0.003 gPs,

pII.oo.coco..oooo..oo.oo.o. »

Medio npn
Sustancilas Cantidades

Arua de conductlvidadee.sel000 mlse

B .-........-.....ooo.l081'0
2%&[;?....................1:0 gr.

SO"I'C ....ooo.oooococoooo..l.o E:I'o

S 1‘Igmoooooooooeoaonooozogrs.
coglgImf’l.o?cn..oo-.c.o.lcoo.l:o é,’ro

Medio "C“
Sustancias Cantidaces

Ag‘l:la corrienteoocoooooo.o.looo mls.
peptona...................5.0 grs.
mxtrosa..................10.50 grs.
S Ig 7.[{ 0000.00.0000--.0.10 grS.
01%13;00?00000000000000000005 81‘59

3al de I:Ohrooo.oooooocooaoooOl grs
Agar.............'-00000001500 grs.

Hedlo de ifiller
Sustancias Cantidades

C]-Iﬁn.l.occsooooooooooocooooolog ST«

S 418,7H 0...-0..00..-....2. grs.
3&:{]3 oo?oo-oo-o.ono-ooo0018025 grs.
POL! l-oo...o.o.o..---...O.s grse
Clacal.?.H%O................0.1 gI'.
Lactato de s0d10eessscsnse2l,0 grs,
mIa.oooo!.oco.ooooo--olo.l.o E’;l"o
COxCleessscsssncensssncssnlel ETe
Sai de lioNreessceseseeessotrazas
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