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INTRODUCCION 

Actualmente todo el mundo está enterado sobre el ere-

ciente problema del aumento de la población mundial, de la e!!_ 

casez de alimentos o de la insuficiencia proteica en la dieta 

nutricional. También ya son del conocimiento general los da-

tos sobre la cada vez mayor crisis energética y por lo tanto 

los costos crecientes para la elaboración de fertilizantes n.!. 

trogenados. 

uno de los factores que pueden contribuir a mejorar 

los rendimientos de las cosechas agrícolas, y por lo.tanto el 

aumento de la producción de alimentos es la fijación biológi

ca del nitrógeno atmosférico. 

Se ha estimado que anualmente se fijan cerca de 175 m,! 

llones de toneladas de nitrógeno mediante procesos biológicos, 

de los cuales, 90 millones de toneladas son fijados en suelos 

agrícolas, mientras que industrialmente se fijan cerca de 40·· 

millones de toneladas mediante el proceso reductivo Haber

Bosch (1). 

Estas necesidades de nitrógeno progresivamente aurnent~ 

rán, y así aparecen publicaciones que sefialan cifras de cerca 

de 200 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados 

que serán necesarios anualmente para finales de éstos últimos 

25 afies (2). De ahí la importancia cada vez mayor de aumentar 

la eficiencia de los microorganismos fijadores de nitrógeno, 
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tanto simbi6ticos como de vida libre o asimbi6ticos, los cu~ 

les aparte de actuar como fertilizantes biológicos, podrían 

ser utilizados en la fermentación de sustratos energéticos 

de bajo costo con el objeto de obtener proteína unicelular, 

que se pueda utilizar como suplemento alimenticio para el g~ 

nado en lugar de las pastas de oleaginosas que comúnmente 

consumen y las cuales se pueden emplear en su totalidad para 

la alimentación humana •. 

Dentro de las principales limitantes de la fijación 

biológica del nitrógeno atmosférico, ocupa un lugar importan 

te el dafto que sufre la enzima nitrogenasa bajo el efecto de 

altas concentraciones de oxígeno. Este efecto nocivo está r~ 

lacionado directameñte con los rendimientos de la fijación 

de nitr6geno; de ahí el interés cada vez mayor de estudiar 

la manera de abatir la oxidación excesiva de la nitrogenasa 

en el cultivo de estos microorganismos fijadores de nitróge

no. 

El presente trabajo se orientó hacia el estudio del 

efecto de la fuente de carbono y energía sobre un microorga

nismo fijador de nitrógeno (Azotobacter chroococcum). Obser

vando la inhibición del efecto del oxígeno sobre dicho micrQ 

organismo cuando se suministaron diferentes volúmenes de 

aireación al medio de fermentación y utilizando como sustra

to energético las sales del ácido láctico (litio y calcio) , 
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tanto comercial, como el obtenido mediante la fermentaci6n de 

la glucosa por Lactobacillus buchneri. Este sustrato fue se

leccionado por su capacidad potencial para generar el doble 

de equivalentes reducidos de las coenzirnas derivadas de la nl:_ 

cotinamida, a comparación de un sustrato muy utilizado como 

es el manitol, y con la hipótesis que de esta forma se podría 

contrarrestar mejor el efecto nocivo del exceso de oxígeno. 

El ácido láctico fue escogido por no ser volátil corno el eta

nol y por poderse producir con facilidad a través de la fer-

mentaci6n de muy diversos azúcares. 
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A) NECESIDADES DE NITROGENO FIJADO PARA CULTIVOS DE GRANOS DE 
CEREA LES Y DE LEGUMINOSAS ( 3 ) • 

los cereales son la mayor fuente de alimento, con una prQ. 

ducci6n mundial cercana a 1300 millones de toneladas al afio. 

Mientras que la producci6n en el mundo de granos de leguminosas 

es cerca de 115 millones de toneladas, siendo la soya caso la ml 

tad de esta producci6n y seguida por cacahuates, frijoles etc. 

los granos de leguminosas son importantes fuentes de proteínas 

para el consumo humana en países menos desarrollados y también 

para conswno animal en los más desarrollados. El contenido de 

p~oteínas en las semillas de leguminosas es de.un 20 a 45%, a di 

ferencia de los granos de cereal que contienen de un 8 a 20 %. 

No obstante esto, la producci6n de granos de legurninodas es so -

lamente 10 % de la de granos de cereal en el mundo. 

Indudablemente, el desarrollo de una tecnología para in -

crernentar la entrada de nitr6geno a estas cosechas será una lla-

ve para aumentar los rendimientos, porque las leguminosas requi_g 

ren hasta 4 veces más nitr6geno por unidad con respecto a los e~ 

reales. la capacidad de las leguminosas para fijar bio16gicarnen-

te al menos una parte de sus necesidades de nitrógeno no sería 

ignorada en la busca de soluciones a incrementar la entrada de 

nitr6geno, ya que el alto contenido de proteína debida al nitr6-

geno fijado en contra del no fijado puede ser significativo (4). 
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B) AVANCES EN LA BIOL(X;IA DE LA FIJACION DE NITR(X;ENO * 

Desde 1960 se han intensificado los estudios sobre la f!_ 

jaci6n biol6gica del nitrógeno; estas investigaciones proporci.2. 

naron una variedad de informaciones incluyendo la identifica--

ci6n de nuevos organismos que fijan nitr6geno, descripci6n mor

fológica de la infección de la simbiosis Rhizobium-leguminosas; 

especificada en la interacción Rhizobium-leguminosa; el conten,:!:. 

do de la leghemoglobina en su relación directa dentro del nódu

lo con la actividad de fijar nitr6geno; la alta proporción (ce!_ 

ca de 40:1) de carbohidratos consumidos a la cantidad de nitr6-

geno fijado por microorganismo de vida libre; la indirecta ide.!! 

tificación de amoniaco como el producto de la fijación de nitrQ. 

geno; la inhibici6n de la actividad de fijar nitrógeno por amo

niaco e hidrógeno; la ce-ocurrencia de nitrogenasa e hidrogena

sa; el requerimiento de molibdeno y fierro para la fijaci6n de

nitr6geno así como la baja de la constante de Michaelis (km) de 

la nitrogenasa, por nitr6geno. 

Investigaciones posteriores fueron enfocadas a nivel de 

estudios moleculares, entre ellos la composición química y el 

comportamiento bioquímico de la enzima nitrogenasa, así como su 

sensibilidad y formas de protección ante presiones elevadas del 

oxígeno. Esto se describirá a continuación más detalladamente. 

*Tomada de referencia No. (4). 
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C) COMPOSICION Y FUNCIONAMIENTO DE IA NITROGENl\SA * 

Ia enzima consiste de dos proteínas, que se denominan~ 

Componente I y componente II (figura A). El componente I tiene 

un peso molecular de 220,000 y está formado de 4 subunidades, 

que son, cada una de ellas, una simple cadena de aminoácidos; 

además, el Componente I contiene 24 átomos de hierro y 2 átomos 

de molibano. El componente II tiene un peso molecular de 55,000 

y consiste de dos subunidades proteínicas que incluyen 4 átomos 

de hierro; En realidad, se conoce poco acerca de cómo se acomo

dan estas proteínas y los átomos de los metales para formar la 

enzima. La estructura completa de la molécula podrá ser conoci

da a través del análisis de difracción de rayos x. Mientras tan 

to, métodos menos directos han dado alguna información sobre el 

ambiente· quí.mico de los átomos de los metales. En la nitrogena

sa, los dos átomos de molibdeno parece ser que ocupan parte del 

sitio activo de la enzima. El molibdeno no está unido a las prQ 

taínas grandes del Componente I sino a un pequefio cofactor que 

Vinod K. Shah llegó a purificar en la Universidad de Wisconsin 

(5). También se sabe ya, que el molibdeno es el único capaz de 

transferir dos electrones y dos protones, tanto en estados de 

alta como de baja oxidación y puede que esta sea la función de 

la nitrogenasa. 

* Tomando de referencia No. (5) 
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Mucho del progreso logrado en los pasados quince aftos pa

ra entender la bioquímica de la fijaci6n de nitrógeno se ha deb! 

do a dos técnicas experimentales de importancia poco común. Una 

de estas técnicas es el análisis de la reducción del acetileno 

(figura B). En 1965, Robert Schollhorn y Robert H. Burris, de la 

Universidad de Wisconsin, y Michael J. Dilworth (5) de la Unive.;: 

sidad de Murdoch en Australia, descubrieron que el gas acetileno 

inhibe la actividad de la nitrogenasa. Posteriormente se demos 

tr6 que la enzima reduce ~l acetileno (C2H2 l a otro gas: el eti

leno (c2H4 ). Ia actividad de la nitrogenasa puede por lo tanto 

medirse, incubando un organismo con acetileno y luego midiendo 

la producci6n de etileno por cromatografía de gases. Otros méto

dos para estimar la fijaci6n del nitrógeno requieren de isótopos 

pesados como marcadores de nitrógeno. 

A principios de 1960 se descubri6 que extractos libre de 

células podrían fijar el nitrógeno si se les aftadían pequeftas 

cantidades de ATP junto con un agente reductor como el ditionito 

de sodio. Con este sistema in vitro, la fijación de nitrógeno se 

convierte en un proceso de laboratorio que puede ser manipulado 

y medido con bastante facilidad. 

El estado actual respecto a la bioquímica de la nitrogena 

sa ha sido resumido por William H. Orme-Johnson, de la Universi

dad de Wisconsin, Leonard E. Mortensen, de la Universidad de Pllf. 

due, y Barry E. Smith y sus colegas de la Universidad de Sussex. 
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Ellos han mostr<.1c'lo que el primer paso en la secuencia que lleva 

a la fijaci6n es la reducción del Component0 II de la enzima 

por medio de una proh'Ína cxtcrn;i a l<l nitrogenatia transportad2 

ra de electrones (F,':rrcdoxina). El Comporrnntc II reducido reac-

ciona con el ATP y después reduce al componente I. El componen-

te I reduce al nitrógeno molecular para dar finalmente amoníaco 

( 6) • 

La misma secuencia de etapas puede ser descrita de otra 

manera: El componente II acepta primero un electr6n de una pro-

teína transportadora, el electrón es entonces transferido al 

Componente I y finalmente al nitr6geno. No se han descubierto 

sustancias intermedias entre el nitr6geno y el amoníaco, de tal 

modo deben permanecer unidos a la nitrogenasa. Hay pruebas que 

corroboran la suposición intuitiva de que los electrones son 

transferidos por los átomos de hierro y molibdeno, aunque el m~ 

canisrno real de transferencia todavía no es muy claro. Una hip.Q 

tesis consiste en que uno de los estados intermedios involucra-

dos es una dimida: NH=NH. Se supone, que cuando menos un átomo 

de hidr6geno se une a cada nitrógeno, antes de que el enlace en 

tre los átomos de nitrógeno se disuelve. 

Aunque existen diferencias tanto morfol6gicas como fisi..Q 

lógicas entre los diferentes organismos fijadores de nitr6geno, 

la reacción enzimática que catáliza la conversión de nitrógeno 

a aminíaco es similar en todos los casos: 

+ 
Nz + 6e + 6H + nATP------- 2NH3 + nADP + nPi 
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La nitrogenasa también cataliza la reacción de acetileno 

a etileno: 

En la primera ccuaci6n el costo energético es cerca de 24 

moléculas de ATP (9 moléculas de ATP por cada 3 pares de electr.Q. 

nes usados para la reducción y 15 moléculas de ATP para la reac-

ción de la nitrogcnasa). 

Un corolario de estos cálculos teóricos es la proporción 

de 4: I de carbohidratos consumidos a la cantidad de nitrógeno 

fijado, es decir: 250 mg. de nitrógeno por gramo de carbohidra-

to. Parte del ATP es utili.zado en reacciones de competlencia, co-

mo es la fonnación de hidrógeno. Se ha establecido que en muchas 

asociaciones de Rhizobium con leguminosas se desperdicia la mi -

tad de electrones que liega a la nitrogenasa por la formación de 

hidrógeno, si se pudiera anular el efecto de fonnación de este 

gas, se mejoraría la ef:i.ciencia de la fijacitSn de nitrógeno (7). 

D) SENSIBILIDAD AL OXIGENO * 

La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxígeno y e~ 

ta lirnidlción puede ser una de las mayores barreras para aumen -

tar la eficiencia de la fijación biológica del nitrógeno. Este 

efecto de oxidación se manifiesta principalmente en el Componen-

* Tomado de referencia No. (8) 
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ti! II" (ferro-proteína) de la nitrogenasa, ésta cuando es expue.§. 

ta por muy corto tiempo a altas tensiones de oxígeno, su activi 

dad puede ser eliminada completamente pero bajando la presi6n 

del oxígeno a un valor óptimo para la enzima, puede ser restau

rada la actividad de ésta (9, 10). 

Ia mayoría de los microorganismos fijadores de nitr6geno 

se protegen del exceso de oxígeno mediante diversos mecanismos, 

ejemplo: las algas contienen células especializadas llamadas 

heterocistos donde se encuentra la nitrogenasa, estos proporci.Q. 

nan un medio más reducido en el cual la reacción del oxigeno 

proveniente de la fotosíntesis no ocurre (11). En el caso de 

Azotobacter, un microorganismo aerobio fijador de nitr6geno, 

actúa un mecanismo más de protección a la nitrogenasa contra 

las altas presiones de oxígeno y consiste un fuerte incremento 

en la utilización del substrato para remover el exceso de oxí -

geno presente (protección respiratoria) (9). Esto permite un 11ª. 

yor incremento de la velocidad respiratoria. Como un resultado 

de este mecanismo, Azotobacter puede consumir considerables can. 

tidades de substrato (carbohidratos) el cual no es directamente 

usado para síntesis de material celular o para fijación de nitr2_ 

geno, dando como resultado un fuerte decremento en la eficien -

cia de la fijación de nitrógeno (10,12,13). 

Ia formación de cantidades excesivas de goma extracelu -

lar, la cual favorece la formación de grumos, y probablemente 



-11-

también, el gran tamaño de la célula de muchos Azotobacter, pu~ 

de ser otro mecanismo que impida la entrada de oxígeno en exce

so (13). 

En otro estudio reciente sobre la respuesta de Azotobac

~ chroococcum a los efectos del oxígeno, Buchanan (8) explica 

la alteración que sufre la nitrogenasa provocados por el exceso 

de oxígeno de la siguiente forma: 

1) Daño estructural a las membranas que rodean a la ni

trogenasa. 

Tal dafio es producido por interacción del oxígeno con 

los· lípidos de la membrana, alterando la integridad de éstas (14) • 

2) Alteraci6n de los componentes de la nitrogenasa por 

la interacción con el oxígeno. 

La simple reducción de electrones de los componentes de 

la nitrogenasa de Azotobacter mostr6 inactividad de la proteína 

de la enzima (15); o; (oxígeno univalente reducido) actuando 

como un simple reductor de electrones podría por lo tanto inac

tivar a la nitrogenasa. La nitrogenasa contiene numerosos compg_ 

nentes azufrados asociados a grupos de meta.les a través de los 

cuales ocurre la reducción (16). Durante la catálisis de la ni

trogenasa, alguna alteración en esos grupos, particularmente si 

no va acompañada por algo que contribuya a un cambio conformaci2 

nal, podría producir inactivación la cual adquiere significancia 

en vista de la interacción de los grupos de azufre con o; ( 17, 18) • 
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3) Interferencia del flujo de electrones a loa componen· -

tes de la nitrogenasa. 

El flujo adecuado de electrones a los componentes de la 

nitrogenasa está controlado por su actividad metab6lica. una ex

trafia preponderancia de especies químicas cargadas en el sitio 

de esos componentes. podría desorganizar seriamente este necesa

rio flujo de electrones, Debe de notarse que el 02 es una espe -

cie oargada (19). 

En la simbiosis del Rhizobium con las leguminosas. existe 

una barrera más sofisticada hacia el oxígeno, el cual es atrapa

do antes de que llegue a la bacteria por medio de una proteína 

conocida como Les-hemoglobina; ésta es la única forma de hemogl.Q 

bina encontrada en el reino vegetal, la planta contiene la infof. 

rnaci6n genética para la globina mientras que el microbio hace la 

porción heme (20). Esta proteína tiene la gran capacidad de fi -

jar el oxígeno fuertemente y de cederlo cuando el metabolismo lo 

requiera. Corno resultado, la bacteria adopta un metabolismo aer.Q 

bio eficiente y al mismo tiempo protege a la nitrogenasa del oxi 

geno. 

4) El efecto del sustrato hidrocarbonado sobre la eficien. 

cia de la fijación de nitrógeno. 

Diversos autores (26,27) han estudiado el efecto de dive!_ 

sas fuentes de carbono tales como: azúcar, sales de sodio de aci 

dos grasos y sus correspondientes alcholes (cuadro A), sobre los 
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parámetors que influyen en la eficiencia de la fioaci6n de ni " 

tr6geno por microorganismo del género Azotobacter. En el capít~ 

lo correspondiente a la discusión de este trabajo se comenta 

más ampliamente el efecto del sustrato sobre la fijaci6n de ni

tr6geno atmosférico. 
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Secuencia hipotética de etapas en la fijación del nitrógeno. 

En parte, la secuencia está basada en el mecanismo de 
análisis en la reducción del acetileno también hipotético. -
Poco se sabe sobre el sitio activo de la nitrogenasa, -
tampoco se ha detectado ni las diimidas ni otros interme-

diarios 
(5). 
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Cuadro A Eficiencia de la fijaci6n de nitr6geno por [l. chroo-

coccum, cepa 1\IO;. cultivadas con sales de sodio de 

ácidos grasos y los correspondientes alcohole~ª). 

Compuesto de Eficiencia de la fija-

(b) 
Carbono ci6n de Nitr6geno 

(mg N¿g de substrato¡ 

Estanol 15.9 

2ropanol 2.3 

Butanol 4.2 

Acetato de sodio 11.0 

Propinato de sodio 12.4 

Butirato de sodio 12.5 

Glucosa 10.2 
(a) (b) 

Valores promedios de Concentrac i6n fi-

3 replicaciones nal 10-2 M 
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METODOLOG IA 

Aislamiento del microorganismo 

Se aisl6 del suelo un microorganismo fijador de nitro

geno atm6sferico en un medio de cultivo de la siguiente corn

posici6n (21) : 

Manitol -------------- 10 gr 

K2 HP04 -------------- 5 " 

MgS04 -------------- 2. 5 " 

NaCl -------------- 2. 5 " 

Fe
2 

(S04 ) 3-------------- O. 03 " 

MnS04 -------------- o.s 11 

CaC12 -------------- o.s " 

Oligoelementos -------------- O.Iml 

ligar -------------- 20. gr 

Agua dest-------------- 1000 ml 

pH de 7 

Se esteriliz6 durante lS min a 121 grados centígrados 

·Y 15 libras de presi6n. 

sici6n: 

La soluci6n de oligoelementos tuvo la siguiente compo-

Molibdato de pota~io ----------------- O.OS gr 

Borato de sodio ----------------- O.OS 

Sulfato de cadmino 

Sulfato de cobre 

----------------- o.os 

----------------- o.os 

" 
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Sulfato de zinc ---------------0.05 " 

Sulfato de magneso---------------0.05 " 

Soluci6n concentrada de perclururo de hierro ------una 

gota 

Agua destilada -------------- 1000 ml. 

De acuerdo a sus características morfol6gicas y tinto

riales, el microorganismo fue identificado como Azotobacter 

chroococcum, Beijerinck 1901 •. ratificando lo anterior median

te pruebas bioquímicas como son la fermentaci6n de almid6n y

manitol así como la aparici6n de pigmento en el medio de cul

tivo (22) • 

A) Crecimiento de Azotobacter en medios s6lidos con 9! 

ferentes fuentes de carbono 

En medio de cultivo solido similar a (1) pero utiliza~ 

do diferentes fuentes de carbono como son almid6n, acetato -

de sodio, benzoato de sodio, celobiosa, dextrosa, lactato de 

litio, manitol, piruvato sodio, propinato de sodio y sacarosa, 

fue sembrado Azotobacter mediante el método de estría e incu

bando a 30 grados centígrados, con observaciones del creci~~~ 

miento cada 12 horas. 

B) Cuantificación de proteína microbiana 

En un experimento de II día de duraci6n, ae cuantifico 
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la producción de proteína de Azotobacter mediante el m~todo de 

Lowry en tres medios de cultivo líquidos, sin fuente nitrogena-

da con una agitación de 250 rpm en un agitador mecánico (Gira--

tory Shaker Model G2), los cuales contenían como fuente de car-

bono: acetato de sodio, dextrosa y lactato de litio. Todos a 

una concentración de I% y una temperatura de 30 ºe y un pH de 

6.9 a 7. 

La cuantificación de proteína se llevó a cabo de la si--

guiente manera: se tomaron IO ml de medio de fermentación y se 

precipitó la proteína mediante la adición de 5 ml de ácido trí-

cloroac~tico al 5%, se centrifugó durante 5 minutos a I500 rpm, 

el sedimento se disolvió en 0.5 rnl de hidróxido de sodio IN y 

se llev6 a I ml con agua. Se adicionaron 5 ml de una sol. D pr~ 

parada de la siguiente manera: 

Sol. A.- 20 gr de Na CO 
2 3 

4 gr de NaOH 

Agua c.b.p. IOOO 

Sol. B.- Tartrato de sodio 

Sol. c.- CuS04.SH20 al !% 

Sol. D.- Sol. A ---·---- IOO 

rnl 

y potasio 

ml 

Sol. B ------- I rnl 

Sol. e ------- I ml 

al 2% 

Una vez adicionados los 5 rnl de la sol. D, se agitó y se 

dejó en reposo durante IO min. Luego se adicionaron 0.5 ml del 
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reactivo de Folin-Fenol-Ciocalteu diluido I : 3, se agitó y se 

dej6 en reposo durante 30 min para el desarrollo del color y del!. 

pués se ley6 a 625 nanómetros en un colad.metro (Bausch & Lomb -

Spectronic 20). Se desarrolló una curva standard utilizando Alb.§ 

mina Sérica Bovina (BSA, Sigma) (23). 

C) Crecimiento con distintos niveles de lactato 

Se optimizó la cantidad de lactato para producir la mayor 

cantidad de proteina de Azotobacter; para esto, se midi6 la pro

teína producida durante I6 dias en matraces de 250 ml y conteni

endo O, 1, 2, 3 y 4 % de lactato de litio como fuente de carbono 

y el resto de componentes utilizados en el medio (I), además de 

0.5% de Caco3• Las condiciones del experimento fueron: pH de 7, 

temperatura de 30 ºC y agitación de 250 rpm. La proteína igual

mente se cuantificó por el método de Lowry. 

D) Cultivos con aireación forzada 

En esta siguiente etapa se procedió a estudiar el efecto 

de aireación sobre el cultivo de Azotobacter chroococcum. En un 

manifermentador (Brunswick Scientific; New Brunswick N.J., USA) 

con 600 ml de medio de cultivo liquido, se aplicaron diferentes 

vol úrnenes de aereación que fueron desde: O, O. 4 ,· O. 8 y I. 6 VVM 

(gasto de aire/volumen de fermentación). El fermentador (Fig C) 

fue agitado 7on una barra magnética aprox. a 250 rpm. y utili-1-

zando 2 medios de cultivos similares a (I) pero siendo la fue~ 
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te de carbono y energia en uno dextrosa, y en el otro lactato de 

litio.La duración del experimento fue de 48 hrs, las demás condj 

cienes fueron igual al experimento anterior. También se cuantifj 

có la producción de proteina mediante el método calorimétrico de 

Lowry. 

E) Aislamiento de una bacteria láctica. 

Posteriormente, se procedió a producir ácido láctico por 

fermentación y para esto; se aisló del estiercol de bovino un mj 

croorganismo productor de ácido láctico utilizando el medio de 

Rogosa (24) y cuya composición es la siguiente: 

Peptona-------------------IO gr 

Extracto de carne---------IO " 

Extracto de levadura------ 5 " 

Glucosa-------------------20 " 

KH2Po4--------------------2 

" Acetato de sodio----------5 

Tricitrato de amonio------2 

Mgso4 .7H2o----------------0.2" 

MnS0
4

.4H20----------------0.2" 

Tween 80------------------J. ml 

Agar----------------------15 gr 

Agua----------------------IOOO ml 

Medio (II) 

pH de 6, esterilizado en autoclave durante IS min a IS lj, 
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bras de presión y I2I ºC. 

Igual que en el caso de Azotobacter, este microorganismo 

fue identificado mediante sus caracteristicas morfológicas y 

tintoriales asi como por pruebas bioquimicas, esto es, la fer-

mentación de carbohidratos, tales como arabinosa, fructosa,glu

cosa, gluconato, maltosa, melezitosa y rhamnosa. Result6 ser un 

microorganismo heteroláctico conocido como Lactobacillus buch

neri Henenberg, 1903, {22). 

F) Fermentación láctica de la glucosa 

En seguida se procedi6 a cuantificar la cantidad de áci

do láctico producido en el medio de fermentaci6n utilizando 3 dJ: 

ferentes relaciones C/N {12.5, 25 y 50), utilizando dos fuentes 

nitrogenadas diferentes; nitrógeno inorgánico proveniente de 

sulfato de amonio y nitr6geno orgánico proveniente de caseína. 

Este experimento se llev6 a cabo durante 72 hrs. en matraces agl: 

tados de 250 ml, con un pH de 6, una temperatura de 32 ºC. El 

ácido láctico producido se cuantificó mediante un cromat6grafo 

de gases (Analytical Gas Chromatograph Mod 3II. Metodología de 

Basic Gas Chromatography, Varían Aerograph, by Me Nair and E.J. 

Bonelli Varian Instrument Division Offices) • 

G) Desarrollo de cultivos mixtos de Azotobacter chrooco

ccum y Lactobacillus buchneri 

Debido a los resultados del experimento anterior {ver r~ 
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sultados y discusión en las páginas 26 y 37 respectivamente) un 

nuevo experimento se realizó de la siguiente manera: en matraces 

de-250 ml conteniendo medio de cultivo con una relación C/N de 

50, se inocularon con los dos microorganismos (Azotobacter y Lac 

tobacillus) asi como también por separado. Se hicieron observa-

cienes microscópicas y se cuantificó la proteina mediante el mé

todo calorimétrico de Lowry. La duración de estas fermentaciones 

fué de 5 dias llevándose a cabo por duplicado, en condiciones de 

agitación a 250 rpm, pH de 6.5, temperatura de 30 ºC. 

H) Eficiencia de la fijación nitrogenada en cultivos pu-

ros o mixtos 

En la siguiente serie de experimentos se midió la canti-

dad de nitrógeno fijado por gramo de fuente carbonada consumida 

y se efectuaron de la siguiente manera: en1matraces de 250 ml de 

volumen y utilizando medios de cultivo con una relación C/N de 

50, ajustados a un pH de 7, temperatura ambiente y agitación de 

250 rpm. Fueron inoculados con Azotobacter chroococcwn y durante 

7 dias se midió la cantidad de nitrógeno total del medio de fer

mentación. 

En otro experimento similar al anterior, pero introducie.n 

do al medio de fermentación 800 ml de aire estéril también se mi 

dió el nitrógeno total mediante el método de Microkjeldahl, y 

para esto; a 5 ml del medio de fermentación se colocan en un ma

traz Microkjeldahl de 30 ml y se adicionaron 2 ml de ácido sulf~ 



-22-

rico concentrado asi como 0.3 gr de mezcla catalizadora (sulfato 

de potasio 20 gr, sulfato de cobre 2 gr y óxido de selenio 0.5 

gr) y perlas de vidrio para controlar la ebullición. Se colocan 

los matraces en la parrilla de digestión del aparato y se digi~ 

re hasta que la solución sea totalmente transparente. Después de 

esto se procede a la destilación; la solución sulf6rica se enfria 

con Io ml de agua destilada fria, agregando ésta por las paredes 

del matraz, se deja enfriar nuevamente y se añaden de 3 a 5 gotas 

de fenolftaleina (I% en alcohol), se agregan cuidadosamente por 

estratificación IO ml de hidróxido de sodio al 50"~ (es importan-

te que la sosa y el matraz estén fríos, la cantidad de sosa debe 

ser suficiente para neutralizar el sulf6rico y quedar un exceso 

el cual detecte la fenolftaleína). Se conecta el sistema de des-

tilación inmediatamente, el refrigerante posee una alargadera la 

cual va introducida a un matraz que contiene ácido clorhídrico 

O.IN adicionado de 5 gotas de indicador rojo de metilo al I%. Se 

destila un volumen de 30 ml aproximadamente. Se titula el exceso 

de HCl con solución valorada de NaOH O.IN hasta el vire del indj 

cador. El N se calcula por la siguiente fórmula: (ref. 25). 
t 

donde: 

(A-B) X O.OI4 X roo 
ml. de muestra 
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A {N x V) del HCl 

B {N X V) del NaOH 

N Normalidad ( m-moles/ml) 

V Volumen {ml) 

O.OI4 meq. del nitrógeno 

IDO = % 

En este penúltimo experimento se corrió una fermentación 

láctica durante 3 dias, posteriormente se centrifugaron las cé

lulas de L.buchneri y en el sobrenadante donde quedó el ácido 

láctico producido, se neutralizó y se adicionó inóculo de Azoto 

bacter a la vez que se introducia 800 ml/min de aire estéril. 

Las condiciones de este experimento fueron las mismas que en 

los anteriores; la duración fue de 4 dias y en todos los casos 

se determinó el Nt existente en el medio de fermentación. 

Finalmente, se llevó a cabo otra fermentación de glucosa 

con inóculo de L.buchneri durante 3 dias, se neutralizó el medio 

de fermentación y se adicionó inóculo de A.chroococcum y 800 ml 

de aire estéril/min. La fermentación continuó durante otros 4 

dias y se hicieron determinaciones de nitrógeno total para medir 

la eficiencia de la fijación de nitrógeno. 
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En este penúltimo experimento se corri6 una fermenta

ci6n láctica durante 3 días, posteriormente se centrifugaron 

las células de L.buchneri y en el sobrenadante donde qued6 el 

ácido láctico producido, se neutraliz6 y se adicionó in6culo 

de Azotobacter a la vez que se introducía 800 ml/min de aire 

estéril, Las condiciones de este experimento fueron las mis

mas que en los anteriores, la duraci6n fue de 4 días en todos 

los casos se determinó el Nt existente en el medio de fermen

tac i6n. 

Finalmente, se llev6 a cabo otra fermentación de gluc.Q 

sa con in6culo de L.buchneri durante 3 días, se neutralizó el 

medio de fermentaci6n y se adicionó in6culo de A.chroococcum 

y 800 ml de aire esteríl/min. La fermentación continuó duran

te otros 4 días y se hicieron determinaciones de nitrogeno 

total para medir la eficiencia de la fijación de nitrogeno, 
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FIGURA c. Minifermentador empleado para el crecimiento 
de A.chroococcum en cultivos aireados, temp~ 
ratura controlada a 30ºC y pH de 6.8. 
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RESULTADOS 

A) crecimiento en medio s6lido de A,chroococcum con dis

tintos sustratos. 

De las 10 fuentes de carbono utilizadas (cuadro No. 1), 

y en un tiempo inicial de 12 hrs. se observó gruesamente un ma

yor desarrollo de colonias en el medio que contuvo lactato de 

litio. En comparaci6n de los restantes donde el crecimiento fue 

menor, e incluso no se observ6 crecimiento en los medios de cu.!, 

tivo cuya fuente carbonada fue benzoato y propionato de sodio. 

B) crecimiento en medio líquido con acetato de sodio, 

glucosa o lactato de litio. 

En los 3 medios de cultivo líquido hechos con base en 

una solución de sales inorgánicas (excepto de nitr6geno) y cuya 

fuente carbonada fue: acetato de sodio, glucosa y lactato de li 

tic todos al 1%. La síntesis de proteína al final del experimen 

to fue de 3.8, 5.6 y 26 mg/lt respectivamente. 

El cuadro No. 2 muestra claramente las diferencias signi 

ficativas en la biosíntesis de la proteína de A.chroococcum du

rante el transcurso de este experimento cuando el sustrato és 

el lactato de litio. Sin embargo, con acetato de sodio o con 

glucosa los resultados decrecieron notablemente. Este efecto 

del sustrato se observa .de una forma más objetiva en la figura 

No. l donde se graficaron los valores anteriores; ahí se aprecia 
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desde las primeras 24 hrs. de iniciado el experimento, el mayor 

efecto que tiene el lactato de litio sobre el crecimiento de eJ! 

te microorganismo fijador de nitr6geno. 

C) Efecto de la concentraci6n de lactato de litio sobre 

el crecimiento de A.chroococcum 

En este experimento se estudio el efecto de la concentr-ª 

ci6n de la fuente carbonada (lactato de litxo). Se obtuvieron 

los siguientes resultados de prote1na precipitada de A.chrooco

.ss.!!!!!..!. 27.6 mg/lt cuando el medio de cultivo contuvo un 3% de 

lactato de litio, 26.4 mg/lt cuando se adicion6 un 2% de lacta

to de litio al medio de cultivo liquido y disminuyendo notable

mente cuando hubo en el medio de cultivo un 4% de lactato de lJ 

tio. El cuadro No 3 nos muestra los valores obtenidos en este 

experimento y son graficados en la figura No 2, donde se obser

va un mayor crecimiento con un 3% de lactato de litio, aunque 

no se apreci6 una diferencia notable con respecto a un 2% y de 

este a un 1%. Sin embargo, con un 4%, la curva de crecimiento 

de A. chroococcurn baja a partir del cuarto d1a. En la figura No 2 

se observa el efecto de inhibici6n causada por el exceso de di

cho sustrato. 

D) Efecto de la aireación forzada sobre A. chrrococcum 

crecido con lactato de litio o glucosa 

Por medio de la aireación se obtuvo una acentuada activ2 

ci6n en el medio de cultivo que tuvo un 2% de lactato de litio y 
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0. 8 VVM (lt de aire/lt de ~edio x min), obteniendo en tan s6lo 72 

hrs. 38.2 mg/lt de proteina, En contraste con el medio de cultivo 

que tuvo glucosa al 2% donde se pudo observar una inhibición en 

la sintesis de proteina ya que s6lo se obtiene 2.0 mg/lt como 

se m:uestra en el cuadro No 4. Es decir que con glucosa, el microo_! 

ganismo no .tolera altos niveles de aireación. A diferencia con 

el lactato donde aún aplicando I.6 VVM de aire hubo un lento cre

cimiento. Estas diferencias entre el lactato y la glucosa se oh-

servan claramente en la figura No 3, en donde el lactato demostr6 

ser una molécula con una mejor capacidad para amortiguar mayores 

cantidades de oxigeno. 

E) Efecto de la relaci6n C/N sobre la producción de ácido 

láctico por L.buchneri 

El cuadro No 5 muestra las cantidades obtenidas de ácido 

láctico mediante la fermentación de la glucosa por Lactobacillus 

buchneri y utilizando relaciones C/N que van desde 12.5, 25y 50. 

Obteniendo los mayores resultados con una relación C/N de 12.5, 

donde se obtuvo hasta I.5% de ácido láctico, aunque no hubo dem-ª 

siada diferencia con una relación C/N de 25, obteniendo hasta 

I.45% cuando la fuente nitrogenada fue inorgánica en su totali-

dad, al igual que en la relación C/N de 50 donde se obtuvo I.4% 

de ácido láctico. Esta ültima relación C/N de 50 fue la que se 

escogió para nuestros propósitos y el porqué de esto se comenta 

más ampliamente en el capitulo de discusiones. 
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F) Crecimiento mixto de L.buchneri y A.chroococcum. 

En este experimento en el cual se llevó a cabo una ferme.n 

taci6n mixta con in6culo de A.chroococcum y L.buchneri, se obse.;: 

v6 mediante el microscopio la persistencia de los dos microorga

nismos durante las primeras 18 hrs. Sin embargo, después s6lo se 

observó la presencia del microorganismo fijador de nitrógeno. La 

mezcla de los dos microorganismos resultó ser la m&s eficiente 

en la sintesis de proteina microbiana, como se puede ver en el 

cuadro No 6, en donde al cabo del quinto dia se obtuvieron 860 mg 

de proteina por litro de medio de cultivo mediante inoculación 

mixta y utilizando una relación C/N de 50. A diferencia de los 

otros dos monocultivos puros de los cuales se obtuvieron 720mg/lt 

de proteina del microorganismo fijador de nitrógeno contra 330 mg/l't; 

de proteina del microorganismo heterol&ctico. 

G) Eficiencia de la fijación de nitrógeno por A.chroococcum 

cuando el sustrato fue la glucosa 

En dos experimentos con y sin aireación, se estudió la efi

ciencia de la fijación de nitrógeno por A.chroococcum por cada gr~ 

mo de glucosa consumido. El cuadro No 7 muestra como valor m&ximo 

obtenido 3.5 mg de nitrógeno total/gr de azúcar durante 5 dias. 

Cuando se adicionaron al medio de cultivo 800 ml de aire estéril 

y al cabo de 4 dias se obtuvieron 5.75 mg de Nt/ gr de azúcar con 

sumido·(cuadro No 8). Estos resultados obtenidos son inferiores 

a los que se obtienen usando acido l&ctico como fuente de energia 
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como se observará en el siguiente experimento. 

H) Eficiencia de la fijación de nitrógeno mediante culti 

vo mixto de A.chroococcum y L.buchneri 

Los resultados de esta serie de experimentos mostraron 

el efecto positivo del ácido láctico producido por fermentación 

de la glucosa, como fuente energética para A.chroococcum. El 

~ cuadro No 9 nos muestra los mg de Nt por gramo de fuente carbo

nada, obtenidos mediante la fijaci6n de nitr6geno por Azotobac

ter cuando este microorganismp se adicionó al medio de cultivo 

al igual que 600 ml/lt-min de aire estéril. Et medio de cultivo 

tuvo ácido láctico producido por L.buchneri cuando fermentó a la 

glucosa, pero separando las células de este microorganismo por 

centrifugación, se pudo observar que en sólo cuatro dias se obt_y 

vieron rendimientos de 14 mg de Nt/gr de azúcar, 

La fermentación mixta de L.buchneri y A.chroococcum re

sultó ser la más eficiente, ya que produjo 16 mg de nitrógeno 

total por gramo de azúcar en sólo 4 dias, como se observa en el 

cuadro No 10. Este experimento aparte de ser el más efectivo en 

cuanto a rendimientos se refiere, también resultó ser el más si.!ll 

ple ya que aqui no hay separación de las cepas microbianas, pues, 

primero se corre una fermentación láctica y después se adiciona 

el inóculo del fijador de nitrógeno así como aire estéril,perma

neciendo ambos microorganismos en el medio de f ermentaci6n. 
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Cuadro Nll. 

Oiver1a1 Fu1nt11 de Carbono Probada• en el crecimiento da 
Azotobactar chroococcum. 

Oextroaa. 6 .- P 1 r uva t o de aodio. 

Monltol. 7.- Aceta to de 10 d lo. 

Almidón. e.- Lactato de 11 t lo. 

Celobiosa. 9.- Proplonato de aod io. 

Sacaroaa. 10:-Benzoato de sodio. 



Cuadro NI 2 
(1) 

Cuantificación de la protelna de A. chroococcum en 3 medio• de cultivo 
(Z) 

aoltado1 y con diferentes fuentu de carbono. 

Dlaa Acetato dt •odio Dutro1a 
1% 1% 

mv. dtprotelna/ lt. de medio de 

o 0.5 

1 1 .o 

2 1 .75 

3 2.0 

4 2.0 

5 3.4 

6 3.8 

7 4.3 

8 5.0 

9 4.0 

10 3.4 

11 3.6 

(1) Mo'todo do Lowry 
(21 2110r.p.m. 

0.1 

1 .75 

2.0 

2.0 

3.8 

3.0 

5.0 

6.8 

6.8 

7.4 

6.2 

5.6 

Lacteto d• litio 
I % 

cultl•o 

0.5 

8.6 

9.85 

9.815 

10.2 

11.0 

12.6 

17.6 

19.0 

19.6 

20.8 

26.0 
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Cuadro N• 3 

Producción de protelna por A. chroococcum en ti medio de cultivo variando la 

concentración del sustrato. 

O.íos 

Lactato 
0/o o 2 4 6 8 10 12 14 

o 3.0 3.0 3.0 1.8 1.8 2.0 l. 8 2.0 

1 3.0 7.4 9.7 12.0 16.4 19.0 21.6 23.7 

2 4.3 a.o 10.0 12.6 15.8 19.6 22.2 24.2 

3 5.0 13.2 16.4 17.6 21.5 22.2 24.8 26.7 

4 5.0 17.6 18.4 18.4 17.6 17.0 18.4 17.0 

16 

1.8 

25.8 

26.4 

27.6 

17.6 

Método O Lowry 
Agita e Ión o 2 &O r. p.111. 
Ten1p. dt 30 ºC 

1110. d1 prohl110 / lt de Medio de oultlvo 



fl(1 , .... 
30 

•ellt. 
• o "' 
D 1 "' 
• 2 "' 

• 3 "' 

• 4 "' 
20 

IO 

o.._~~+-~~-+-~~-+~~-+~~~1--~~+-~~-+-~~-+-~~~~~ 

2 4 6 e 10 12 14 16 Din 
F 19. N• 2 

"C~rvo1 de medición de la prot1lna Azotobacter chroococcum crecido 1n dlftrentu 
conc1ntraclon11 de Lactato." 



Cuadro N• 4 

Efecto de loa dlftrantu volÚmenu de oereaclÓn u~r• el creclmlHto de 

A. cllroococcu111 con do• fuente• d• corl:lono dlfere11tee. 

VV M• 

H o roa o.o 0.4 o.a 1.6 

La ct1to Outroaa 
Loe. Dea. Loe. o ... Lac. Du. 2% ! •• 

o 4.3 3.0 !5.0 3.0 !5.0 2.8 !5.0 

24 6.2 3.6 6.8 2.6 2!5 .4 2.6 8.1 

48 6.2 4.3 7.!5 2.6 30.4 2.0 !5 .o 

72 38.2 4.4 

1111. de prot1lno / lt. d1 111dlo di ulttvo 

• Chato de aire 

volu1111n d1 hrm1ntaclÓn 



" 

40 
me¡ /lt. 

Loct ato 
mg/lt. 

Deatroaa 

i' 

40 

30 'º 

o- O.O YYM 

' 4-0.4 ti 

20 o-o.e .. to 

·- 1.8 
.. 

10 10 
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e u A D Ro No 5 

Efecto de la relaci6n C/N y la proporci6n de nitrógeno 

proteico y no proteico sobre la fermentación láctica de una 

solución glucosada al 2%. 

C/N % Ni 

o 100 

12.5 50 50 

100 o 

o 100 

25 50 50 

100 .. ' / o 

o 100 

so 50 50 

100 o 

Np Nitr6geno de caseina 

Ni = Nitrógeno de Sulfato de amonio 

Lactato ( g/100 ml) 
( 72 hrs) 

I.S 

I.35 

I.50 

I.45 

I.42 

I.06 

I.40 

0.40 

0.35 
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e u A D Ro No 6 

Biosintesis de proteina de un cultivo mixto de A.chrooco 

~ y L. buchneri crecido en un medio de cultivo con una rala

* ci6n C/N de 50. 

o 3 5 

días 

In6culo mg de proteina/lt de medio 

Lactobacilo (a) 3.6 420 330 

Azotobacter (b) 3.4 730 720 

(a) + (b) 3. o 700 860 

* Glucosa al 2% y Sulfato de amonio al 0.075% 
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e u AD Ro No 7 

Incremento del nitrógeno total (mg) por gramo de glucosa 

conswuida en e·1 medio de cultivo * utilizando A. chroococcum. 

di as 

o 5 

A,chroococcum o 2 3,5 

* 250 r.p.m. 

'femp. ambiente 

pH de 6. 9 

N fue cuantificado por Microkjeldahl 
t 

7 

3 
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e u A D Ro No 8 

Incremento del nitrógeno total (mg) por gramo de glucosa 

consumida en medio de cultivo aireado*. 

di as 

o 

A. chroococcum o 

* 800 ml de aire/min/lt 

250 r.p.m. 

Temp ambiente 

pH de 6. 9 

2 

4 

4 7 

5.75 6 

-
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e u A D R o No 9 

Incremento del Nt* (mg) de Azotobacter chroococcum crecí-

do en medio de cultivo conteniendo ácido láctico producido por 
** 

fermentaci6n 

dias 

o 2 4 

A.chroococclllJl 6 5.5 I4 

* mg de nitrógeno/gr de glucosa 

** Las condiciones de la fermentaci6n fueron: 

fermentaci6n láctica de la glucosa durante 3 dias, separa--

ci6n de las células de L.buchneri y al sobrenadante se le · 

adicion6 in6culo de Azotobacter a la vez que 800 ml de aire/ 

min/lt. Ternp ambiente y pH de 6. 9. 



e u A D R o No 10 

Incremento del Nt* (mg) en la fermentación mixta 

A.chroococcwn (a) y Lactobacillus buchneri (b)~ 

di as 

o 2 4 

(a) + (b) o 5 16 

-36-

** 
entre 

* mg de nitrógeno/gr de f~ente carbonada consumida 

** Primeramente se llevó a cabo una fermentación láctica 

durante 3 dias, luego se adicionó inóculo de A.chrooco 

~ y 800 ml/min de aire estéril. Corriendo por 4 

dias más la fermentación. 

--------••r•••••m•r11r11n1&1aa1~"- __ , _______ _ 
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DISCUSION 

La elección de una adecuada fuente de cargono y energía 

así como su asimilación por Azotobacter sp, es de vital impor

tancia en la eficiencia de la fijación de nitrógeno. 

Brotonegoro (26), indicó que ya en 1935 Winogradsky se

ílaló que el uso de glucosa o rnanitol corno nutrimentos para ~

tobacter sp no son apropiados desde un punto de vista ecológi-

co, a pesar de que en su habit natural estos organismos pueden 

estar en contacto con glucosa o manitol esto se debe a que der! 

van su energía de la descomposición de productos obtenidos por 

fermentación de glucosa (u otros azúcares), corno son: etanol, 

ácido acético, propanol, butanol, ácido butírico, etc. 

Mulder y Brotonegoro en 1974 (27), demostraron el efec

to de diferentes fuentes de carbono (acetato de calcio, propiQ 

nato de calcio, butirato de calcio y glucosa) sobre el creci-

miento de A.chroococcum, obteniendo los mayores resultados de 

nitrógeno fijado cuando la fuente carbonada fue el butirato de 

calcio, atribuyendo esto a la mayor capacidad reductora de es

te compuesto (un mayor equivalente de "electrones aprovecha--

bles ") o a la producción de más ATP por unidad de peso de sus

trato. 

En este trabajo se confirma la utilidad de una fuente -

carbonada reducida (lactato) en el crecimiento de A.chrooco---
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~; tal y corno se indica en el cuadro No. 2 y en la Figura 

No. l donde la producción de la proteína unicelular de Azo

tobacter en cultivos agitados es muy superior cuando la fUeQ 

te energética es el lactado de litio, en comparación de cua.!l 

do se utiliza glucosa o acetato de sodio. 

El cuadro No. 3 y la Figura No. 2 no muestran impor-

tantes diferencias en la cantidad de proteína producida so-

bre todo cuando existe 2 y 3% de lactato en el medio de cul

tivo, sin embargo, con un 4% mostró efecto inhibitorio por -

exceso de sustrato. 

El oxígeno produce un marcado y complicado efecto en

el crecimiento de Azotobacter ya que altas tensiones de este 

gas inhiben la capacidad de fijar nitrógeno por esta bacte-

ria. Por lo tanto, no es sorprendente encontrar muchos resul 

tados contradictorios y diferentes explicaciones encontradas 

en la literatura (26) • 

Cuando en el medio de cultivo se encuentran altas con

centraciones de oxígeno, la actividad de la nitrogenasa decr~ 

ce; posiblemente como un resultado de la competencia entre el 

oxígeno y la nitrogenasa con la participación de coenzimas r~ 

ductoras (NADPH2 o NADH2). con altos niveles de oxígeno la ve 

locidad de respiración celular se incrementa (Azotobacter ti~ 

ne una excepcional alta velocidad de respiración, o sea, un 

mrm~ .. 
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0
02 

de 4000 a 5000 microlitros de oxígeno por mg de células 

secas por hora. seg6n: Williams y Wilson, 1954 ref No. 28). 

Con este incremento respiratorio también se incrementa la oxi 

daci6n del sustrato celular, protegiendo en parte a la nitro

genasa del dafio que le causaría el exceso de oxígeno (Protec

ci6n respiratoria) (29). 

El sustrato aquí utilizado (lactato) tiene más capaci

dad porcentual para generar NADH2 que otros sustratos como la 

glucosa o el acetato, y por lo tanto, tolera altas presiones 

del mismo en el medio de cultivo, a diferencia de la glucosa, 

la cual fue suministrada en la misma concentraci6n que el la~ 

tato como se observa claramente en el cuadro No. 4 y en la f! 

gura No. 3, donde la producci6n de proteína de A.chroococcum 

es superior cuando se suministraron al medio de cultivo, 800 

ml de aire/min; estando presente el lactato como fuente de 

carbono, sin embargo, cuando glucosa fue la fuente energética, 

los resultados fueron inferiores. 

Lo anterior se ratif ic6 en los experimentos de medici6n 

del nitr6geno total fijado por cada gramo de fuente carbonada 

consumida (cuadro No. 7 y 8 vs el No. 9), donde incluso ya se 

utiliz6 el sobrenadante que contenía lactato producido por la 

fermentaci6n de la glucosa mediante L.buchneri. 

un alto valor en la relación C/N (v.gr. de C/N 50) 

............. __ ................ 1111111 .... •n .. r11111111111r1llflll•rli'llill~~~ 
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es importante ya que de otra forma, un exceso de nitrógeno irr 

hibiría la nitrogenasa de Azotobacter y le daría ventajas a 

Lactobacillus ya que la nitrogenasa en presencia de altos corr 

tenidos de iones amonio disminuye su actividad debido a una 

competencia entre la asimilación de Nn3 y la actividad de ni

trogenasa por NADPH2 y o ATP, así como a una represión de sírr 

tesis enzimática (30). 

Si cantidades moderadas de nitrógeno combinado y canti 

dades excesivas de compuestos de carbono están presentes, co

mo en las relaciones C/N altas, los microorganismos no fijad.Q 

res de nitrógeno agotarían el suplemento de nitrógeno y cesa

rían de multiplicarse, dejando cantidades adecuadas de com--

puestos de carbono para los fijadores de nitrógeno (27). 

Por lo anterior, primero se estudió la producción de 

ácido láctico con niveles escasos de nitrógeno (C/N mayor de 

12) usando glucosa al 2% como sustrato de L.buchneri como age!}. 

te fermentador. Afortunadamente, los resultados de fermenta--

ción fueron positivos, probablemente porque L.buchneri es un 

bacilo heteroláctico cuyos requerimientos nutricionales no son 

exigentes, a diferencia de los homolácticos que requieren rela 

ciones C/N muy bajas (menores de 5) necesitando proteínas como 

fuente nitrogenada (31) • En este estudio la principal fuente 

nitrogenada utilizada fue el sulfato de amonio en niveles muy 

bajos (v.gr. para C/N de 50 y glucosa al 2%, se requiere 0.075% 
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de sulfato de amonio) como se puede observar en el cuadro No. 

5. 

Algunos investigadores han registrado la estimulaci6n 

de la fijaci6n de nitr6geno en cultivos mixtos mediante ~

bacter sp y otros microorganismos como Rhodotorula. Diferentes 

explicaciones como son: 1a) descomposici6n parcial de un sus-

trato que inicialmente no podría ser aprovechado por Azotobac

ter, (b) remoción del exceso de nitrógeno fijado, (e) síntesis 

de factores de crecimiento requeridos por Azotobacter, (d) re

moción del exceso de oxígeno (26). 

En este trabajo se observ6 el efecto positivo del cul

tivo mixto entre Azotobacter chroococcum y Lactobacillus buch

neri, como es demostrado en el cuadro No. 6 en donde la biosí~ 

tesis de proteína es mayor cuando se combinan estos dos micro

organismos que cuando el cultivo es puro. Sin embargo, median

te observaciones microscópicas sólo se notó la persistencia de 

los dos microbios en las primeras 18 horas, después de las cu-2_ 

les sólo se observó la morfología característica de Azotobac-

~· una restricción de esta mezcla microbiana es el pH óptimo 

en el cual funcionan estos dos microorganismos. 

La cantidad de nitr6geno total fijado mediante este cul:_ 

tivo mixto se muestra en el cuadro No. 10, donde al término de 

4 días se obtuvieron 16 mg de Nt/gr de fuente carbonada. 
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Estos resultados todavía no son prácticos desde el pUQ 

to de vista industrial, para producir proteÍnil unicelular por 

fermentación, pero queda abierta la posibilidad de aumentar 

estos rendimientos mediante una mejor selección de cepas fij~ 

doras de nitrógeno así corno de otros microorganismos lácticos 

que den mayores rendimientos de ácido láctico, ya que de esta 

manera aumentaría también el rendimiento del nitrógeno fijado. 

cabe hacer la aclaración que a6n no se han hecho estu

dios del balance de la fermentación de cultivos puros de L.bu

chneri y que sólo se tienen datos de su producción de ácido 

láctico. Otros estudios de Gómez y viniegra en 1978, han mos

trado que la flora mixta heteroláctica del estiércol produce 

cerca del 60 a 70% de ácido láctico a pH de 6.5 usando glucg_ 

sa como fuente de carbono y sulfato de amonio como fuente ni

trogenada (32) • 

~----•m•r•••Tl
1 

l?ilBIRrMMMBllM!lllfillll!!!j!ilil"1!1!í1~.---"------ -~---
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CONCLUSIONES 

1.- El mecanismo de la fijación microbiana del nitr6-

geno atmosférico por ser un proceso principalmente reductivo 

parece ser beneficiado mediante una selección de fuentes re

ducidas de carbono como es el lactato, en comparación con 

otras fuentes como la glucosa y el acetato. 

2.- La selección de fuentes de carbono reduc.idas, co

mo el lactato, parece ser más significativa cuando el medio 

está sujeto a una aireación forzada, en comparación con cul

tivos líquidos no aireados. 

3.- Con la presencia de nitrógeno inorgánico (sulfato 

de amonio) en bajas concentraciones (C/N de 50) y usando gl~ 

cosa como sustrato, se puede promover la fermentación hetero 

láctica de la glucosa, adicionando carbonato de calcio y ma.!! 

teniendo el pB a 6.0. 

4.- El cultivo mixto de A.chroococcum y L.buchneri, 

tiene más eficiencia que los cultivos puros de A.chroococcum 

medida ésta como mg de N/gr de sustrato aun en los casos en 

que el sustrato sea lactato de litio o de calcio. 

5.- Se plantea la posibilidad tecnológica para el de

sarrollo de biosíntesis de proteínas por medio de cultivos 

mixtos de bacterias heterolácticas (v.gr. L.buchneri) y de 
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fijadores de nitrógeno asimbi6ticos (v.gr. A.chroococcum)usan 

do azúcares de cafia, almidones u otras fuentes baratas de ca!_ 

bono. Esta posibilidad podría llevarse a cabo mediante el ac2 

plamiento de digestores anaerobios de subproductos agrícolas, 

con reactores microbianos para la fijación de nitrógeno, me-

diante un fermentador heteroláctico intermedio. 

6.- Se requiere ampliar el estudio de la ecología de 

cultivos mixtos, usando microorganismos fijadores de nitróge

no que actúen a distintos valores de pH v.gr.: especiesdelg! 

nero Beijerinckia que crece en pH ácido (desde 3) y que se -

acoplen mejor con bacterias heterolácticas. 

7.- LOs estudios de la ecología de cultivos mixtos, f.!, 

jadores de nitrógeno, puede ampliar nuestro conocimiento so-

bre el sinergísmo necesario para la fijación óptima del nitr.Q 

geno por medio de los microorganismo de vida libre. 
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