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Un conocimiento racional del suelo, permite un aprovechamiento adecuado
del mismo. El estudio cientifico del suelo es, por tanto, la hase para su mejor
rendimiento agricola.

De todos los ciclos biogenéticos que se desarrollan en un suelo, el del nitré-
geno es, quizads, el mis fundamental, poraue siendo pequefia su cantidad las co-
sechas anualmente necesitan extraer un elevado porcentaje. Tan sblo el 0°00001
al 0’001 por ciento del nitrégeno total de la biosfera es asequible para el cre-
cimiento de las plantas ya aue la mayoria de ellas s6lo pueden usarlo si estd en
forma de nitratos o amaoniaco. La casi totalidad del nitrégeno naturalmente in-
troducido en el suelo, lo estd en forma orgénica, proteica, y ha de ser minerali-
zado, siendo el primer término de estas reacciones la formacién de amoniaco.
Este nitré6geno amoniacal es después oxidado a nitritos y nitratos, siendo de esta
forma asimilado por las plantas.

El poder amonificante de un suelo viene dado por la cantidad total de amo-
niaco liberado por la flora amonificante de un suelo enrigquecido con nitrégeno
organico. Para estudiar la dindmica de la amonificacién se enriquece la tierra
problema con una sustancia proteica mas o menos compleja y se sigue la forma-
cién y liberacién de amoniaco. ;Qué sustancia escoger. Bremmer (1950) demostrd
que en los hidrolizados de materia orgénica del suelo habia una serie de amino-
acidos que, identificados por cromatografia en papel, resultaron ser: treonina,
serina, leucina, prolina, tirosina, lisina, etc., es decir, los aminodcidos méas co-
rrientes. Simonart y Peeters (1954) dan como constantes siempre: el &acido as-
partico, glutdmico, serina, alanina. Muy frecuentes: glicina, leucina, valina, glu-
tamina. Més raros: lisina, fenil-alanina, prolina, treoning, y 4cido amino butirico.
Esta gran diversidad autorizada a experimentar con sustancias sin especifidad
particular.

* Extract de la TESIS DOCTORAL de la Licenciada en Farmacia dofia
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El proceso de la amonificacién estd influenciado por diversos factores ambien-
tales, especialmente por la humedad. Loehnis y Green ensayaron tres valores de
humedad: 40, 70 y 100 por ciento, llegando a la conclusién de que el fenémeno
es esencialmente aerobio pues, a saturacién, la amonificacién es muy débil.
Coppier y Pochon (1952) experimentan valores mas bajos de humedad: 10, 20
y 40 por ciento. Las curvas que obtuvieron difieren en su forma segun las tasas
de humedad. Los resultados més fieles se obtienen para el valor del 20 por cien-
to. Con €l 10 y el 40 por ciento se obtuvieron curvas bastantes irregulares, esto
parece indicar que los valores 6ptimos son los intermedios. Cosa l6gica, ya que
se trata de un proceso realizado por bacterias aerobias

Los microorganismos responsables de la amonificaciéon son muy diversos. Se
puede jugar la actividad global de esta microflora amonificante por el proce-
dimiento seguido por Barjac y Pochon (1953) consistente en sembrar suspen-
siones-diluciones de la tierra problema en un medio liquido en donde la Unica
fuente de nitrégeno y de carbono es la tirosina. Se observa la desaparicion de la
tirosina con el reactivo de Millén en medio acético, De esta forma llegan a la
conclusién de que la fertilidad de un suelo estd muy relacionada con la activi-
dad de la microflora aminoficante. En las tierras ricas de jardin esta actividad
es bastante elevada, siendo minima en los Mor frestales y en las turbas &cidas.
Es muy dificil, con el estado actua lde técnicas y de conocimientos, determinar
los microorganismos constituyentes de la microflora amonificante. Para algunos
autores (Waksman, Starkey) la amonificacién es un proceso sin ninguna activi-
dad, considerando, como microorganismos amonificantes a todas las bacterias,
actinomicetos y hongos que en cultivos puros liberan amoniamo por ataque de
sustancias proteicas.

Una parte del nitrégeno amoniacal liberado en el proceso de la amonifica-
cién es, si las circunstancias son apropiadas, oxidado a nitratos, siendo de esta
forma asimilado por la mayoria de los vegetales superiores. La fertilidad de una
tierra estd determinada por su contenido en nitratos. Fue en 1865 cuando los in-
vestigadores de la escuela francesa establecieron, contrariamente a la teoria amo-
niacal de Liebig, la gran importancia de los nitratos para las plantas y, por tanto,
para la fertilidad de los suelos. En 1891 Warington y Frakland demostraron que,
el proceso se realiza en dos tiempos: oxidacién de amoniace a nitritos por la
accién de los microorganismos del grupo Nitrosomonas, y oxidacién de los nitri-
tos a nitratos por la accién de los Nitrobacter. Lipman (1912) vio que tanto las
bacterias nitrosas como las nitricas se encuentran presentes en todos los sue-
los normales y no estdn muy ausentes en los muy &cidos, como los Mor fores-
tales y ciertas turbas. Predominan en los horizontes superficiales y en los me-
dios. Su reparticién en los suelos viene también condicionada por el pH de los
mismos, Wilson (1927) dio como valor méis 6ptimo de pH el de 7, pues mientras
que para un valor de pH=6’2 encontrd 11.000 bacterias por gramo de tierra, para
un pH = 7 hay 55.000 bacterias por gramo.

Coppier y Barjac (1952) determinaron la actividad nitrificante de los suelos
mediante una valoracién cuantitativa, buscando la dosis de nitratos aparecidos
en un medio amoniacal sembrado con una cantidad determinada de tierra. El
criterio seguido por Kauffman y Boquel (1951) fue distinto, pues, consistio en



ARS PHARMACEUTICA 65

buscar el porcentaje de granos de tierra fértiles. El método tiene numerosos in-
convenientes que pueden inducir facilmente a error. M3as exacto es el procedi-
miento seguido por Pochon y Tardieux (1962) consistente en valorar separada-
mente la actividad nitrosa v nitrica del suelo problema, sembrando para ello con
suspensiones-diluciones de tierra los medios electivos liguidos. Para los gérme-
nes nitrosos utilizan sulfato aménico como fuente de nitrégeno y para los nitricos
emplean nitrito sédico.

El contenido de los suelos en nitratos es muy variable y depende de diver-
sos factores, pero su valor es siempre no muy alto. En los suelos muy acidos los
valores son muy pequefios, aunque €l contenido en amoniace es més importante.
Las estaciones del aflo parecen tener una influencia directa en las tasas de ni-
tratos. Para algunos autores (Thorton y Gray) la acumulacién parece ser mayor
primavera, y en verano. Otros (Verona y Paci) sefialan el otofio como la época
en profundidades comprendidas entre 0°75 y 1’5 metros. A excepcién de este caso
en los demés suelos la acumulacién es méas elevada en los horizontes superiores,
en los més superficiales, En tierras muy darida, los gérmenes nitrificantes encuen-
tran las condiciones més favorables para su desarrollo en los horizontes medios,
por ser alli mayor la humedad, y es por esto por lo que se encuentran aqui los
mayores valores de nitratos. Este hecho indica la gran sensibilidad del proceso a
la cantidad de agua v a la aireacién. Traaen (1955) sefiala que el valor 6ptimo de
agua corresponde a un poco después de la semisaturacion.

El aislamiento de las bacterias nitrificantes es extremadamente largo y la-
borioso, la conservacién por resiembras es bastante aleatoria a largo plazo. Wi-
nogradsky (1930) indica que los gérmenes nitrificantes constituyen un grupo poco
décil a las practicas bacteriolégicas corrientes. El problema radica en la sepa-
racién de los microbios especificamente nitrificantes de toda la mezcla de gérme-
nes extrafios que le acompafian. De todos los procedimientes, el més eficaz re-
sulta ser el de Hoffman que emplea como sustrato la solucién mineral de Wino-
gradsky y hace varios pases en este medio por resiembras periédicas (cada tres
semanas). De este medio se siembra en placa de silico-gel impregnada de solu-
cién mineral. De las colonias asi obtenidas se siembra, de nuevo, en solucién mi-
neral repartida en tubos. Para comprobar la pureza de este cultivo de gérmenes
nitrificantes se siembra en varios tubos de caldo nutritivo y se observa si hay
0 no crecimiento en ellos. )

Las bacterias nitrificantes son muy sensibles a los cambios de pH, Meyerhof
determin6 como pH 6ptimo para los cultivos de Nitrosomas el de 8’5-8’8 y para
los Nitrobacter el de 8’3 a 9°3 Winogradsky (1933) demostrd que ciertas cepas de
Nitrosomonas, en su aislamiento, admitian pH diversos y los pH 6ptimos de cre-
cimiento eran bajos, hasta de 6. En un trabajo posterior, Landelon y Van Tiche-
len (1939) demostraron la influencia del pH en la obtencién de cultivos puros del
N. winogradsky, obteniendo los siguientes resultados: para un pH 59 el ndimero
de Nitrosomonas era de 2’3 y el de heterotrfos contaminantes de 1. Pero para un
pH 6°7 el ntimero de Nitrosomonas es de 51’2 y el de heterotrofos de 0°2. Siendo
la relacién Nitrosomonas: heterotrofos de 256:1. Es decir, existen unos valores
optimos de pH a los cuales el crecimiento de los gérmenes es mayor y la canti-
dad de contaminantes minima,
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Los microorganismos nitrificantes son aerobios estrictos, quimiolitotrofos. Se
pueden cultivar en medios estrictamente m—inerales, pero dado las dificultades
que surgen para mantener las cepas puras en el laboratorio, hace suponer la
existencia de sustancias estimulantes que faltarian en los medios estrictamente
minerales del laboratorio ¥ que, no obstante, se encuentran en los suelos. Hechos
de esta naturaleza han sido ya admitidos para otros microorganismos quimiolito-
trofos, tales como el Sporovibrio desulfuricans y el Thiobacillus thioxidans.

Hay un cierto nimero de elementos minerales que son rigurosamente in-
dispensables para el crecimiento de los nitrificantes, tales como el calcio (dosis
éptima 1 mg. por litro), el hierro (6ptimo 6 mg. por litro), el fosforo y el mag-
nesio en cantidades trazas el cobre a dosis muy débiles; €l boro, vanadio, y el li-
tio estimulan muy ligeramente el crecimiento pero a concentraciones superiores
a 0’5 por 100 (Verona).

Atendiendo a los aspectos que creemos mds interesantes en el estudio del
proceso de la nitrificacién, hemos desarrollado las téenicas encaminadas a de-
terminar en los suelos &ridos, la potencia amonificante y nitrificante —nitrosa y
nitrica— de los mismos, en funcién del grado de humedad de los suelos; también
se ha estudiado la influencia de la época estacional y de la naturaleza preferen-
te de los suelos en el proceso. Se ha hecho el aislamiento e identificacién de los
gérmenes nitrificantes, determinando los valores de pH més 6ptimos para el cre-
cimiento de dichos gérmenes. Se ha llegado a las siguientes conclusiones:

ACTIVIDAD AMONIFICANTE

1. En los suelos examinados la actividad es elevada.

2. La humedad del 30-35 por ciento es la éptima para la actividad amoni-
ficante del suelo. Con una humedad inferior al 10 por ciento, la actividad es muy
escasa.

3. Los suelos preferentemente calizos poseen mayor capacidad aminificante.
4. No hay una relacion estacional clara.

4. No hay una relacién estacional clara.

“ACTIVIDAD NITROSA

1. Es menor en los suelos mas hiimedos. El éptimo de humedad es del 12
por ciento.

2. Las tierras preferentemente calizas, secas (humedad del 7 por ciento)
contienen un ntumero de gérmenes por gramo de tierra muy elevado. Las tierras
preferentemente arcillosas, con un grado de humedad del 40 por ciento contie-
nen muy pocos gérmenes 25 gérmenes por gramo de tierra).

3. El otofio parece favorecer la actividad nitrosante, pero la influencia es-
tacional no es muy marcada.
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ACTIVIDAD NITRICA

1. Los gérmenes nitricos son menos abundantes que los nitrosos.

2. Suelos poco himedos presentan una mayor actividad nitrica. La influen-
cia de la humedad no es tan marcada como en la actividad nitrosa El valor Op-
timo es el del 30 por ciento. Las humedades mas desfavorables son a partir del
33 por ciento.

3. Ni la naturaleza preferente del suelo, ni la época estacional influyen en
la actividad nitrificante.

IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS

Gérmenes nitrosos
1. Se han identificado 67 especies de “Nitrosomonas europeae”,
2. 12 especies de “Nitrosocystis javanensis”.
3. 7 cepas de “Nitrosococcus nitrosus”.
4. Ocasionalmente especies contaminantes del género “Corynebacterium”.
5.

El pH 6ptimo para el creciimento de los gérmenes nitrosos es de 6’7. El
intervalo de crecimiento estd comprendido entre 55-9.

Gérmenes nitricos.

1. Se han identificado 31 gérmenes del género Nitrobacter” (especies “N, wi-
nogradsky” y N. agilis”).

9. El pH 6ptimo para el crecimiento de los gérmenes nitricos es el de 8.

3. No se ha encontrado ninguna especie del género Nitrocystis.
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