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INTRODUCCION

-

Actualmente todo el mundo estd enterado sobre el cre--
ciente problema del aumento de la poblacién mundial, de la es
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 elaboracién de fertilizantes ni
trogenados.

Uno de los factores que pueden contribuir a mejorar
los rendimientos de las cosechas agricolas, y por lo tanto el
aumento de la produccién de alimentos es la fijacién biolégi~
ca del nitrSgenc atmosférico.

Se ha estimado gue anualmente se fijan cerca de 175 mi
llones de toneladas de nitrégeno mediante procesos biolbgicos,
de los cuales, 90 millones de toneladas son fijados en suelos
agricolas, mientras gue industrialmente se fijan cerca de 40-
millones de toneladas mediante el proceso reductivo Haber-
Bosch (1).

Estas necesidades de nitrégeno progresivamente aumenta
rén, y asi aparecen publicaciones que sefialan cifras de cerxca
de 200 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados
gue serdn necesarios anualmente para finales de &stos dltimos
25 afios (2). De ahf la importancia cada vez mayor de aumentar

la eficiencia de los microorganismos fijadores de nitrégeno,
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tanto simbilticos como de vida libre o asimbiéticos, los cua
les aparte de actuar como fertilizantes biolégicos, podrfian
ser utilizados en la fermentacién de sustratos energéticos
de bajo costo con el objeto de obtener protefna unicelular,
gue se pueda utilizar como suplemento alimenticio para el ga
nado en lugar de las pastas de oleaginosas gue cominmente
consumen y las cuales se pueden emplear en su totalidad para
la alimentacibén humana..

Dentro de las principales limitantes de la fijacién
biol6égica del nitrégeno atmosférico, ocupa un lugar importan
te el dafic que sufre la enzima nitrogenasa bajo el efecto de
altas concentraciones de oxfgeno. Este efecto nocivo estd re
lacionado directamente con los rendimientos de la fijacién
de nitrégeno; de ahf el interés cada vez mayor de estudiar
la manera de abatir la oxidacifn excesiva de la nitrogenasa
en el cultivo de estos microorganismos fijadores de nitrége-
no.

El presente trabajo se orienté hacia el estudio del
efecto de la fuente de carbono y energia sobre un microorga-

nismo fijador de nitr6geno (Azotobacter chroococcum). Chser-

vando la inhibicién del efecto del oxfigeno sobre dicho micro
organismo cuando se suministaron diferentes voliimenes de
adreacién al medio de fermentacidn y utilizando como sustra-

to energético las sales del &cido léctico (litio y calcio),
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tanto comercial, como el obtenido mediante la fermentacién de

la glucosa por Lactobacillus buchneri, Este sustrato fue se~

leccionado por su capacidad potencial para generar el doble
de eguivalentes reducidos de las coenzimas derivadas de la ni
cotinamida, 2 comparacién de un sustrato muy utilizado como
es el manitol, y con la hip6tesis que de esta forma se podria
contrarrestar mejor el efecto nocivo del exceso de oxfigeno.
El &cido léctico fue escogido por no ser vol&til como el eta-
nol y por poderse producir con facilidad a través de la fer--

mentacién de muy diversos azicares.
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ANTFCEDENTES

A) NECESIDADES DE NITROGENO FIJADO PARA CULTIVOS DX GRANOS DE
CEREALES Y DE LEGUMINOSAS (3).

Los cereales son la mayor fuente de alimento, con una pro
duccitn mundial cercana a 1300 millones de toneladas al afio.
Mientras que la produccién en el mundo de grancs de leguminosas
es cerca de 115 millones de toneladas, siendo la soya caso la mi
tad de esta produccién y seguida por cacahuates, frijoles etc.
los granos de leguminosas son importantes fuentes de protefnas
para el consumo humana en paises menos desarrollados y también
para consumo animal en los mis desarrollados. El contenido de
protefnas en las semillas de leguminosas es de un 20 a 45%, a di
ferencia de los granos de cereal gque contienen de un 8 a 20 %.
No obstante esto, la produccién de granhos de leguminodas es so -
.lamente 10 % de la de granos de cereal en el mundo.

Indudablemente, el desarrollo de una tecnolégfa para in -
crementar la entrada de nitrégeno a estas cosechas seri una lla-
ve para aumentar los rendimientos, pordque las legumincsas regquie
ren hasta 4 veces mas nitrdgeno por.unidad con respecto a los ce
reales. la capacidad de las leguminosas para fijar biolbgicamen-—
te al menos una parte de sus necesidades de nitrégeno no seria
ignorada en la busca de soluciones a incrementar la entrada de
nitrégeno, ya que el alto contenido de proteina debida al nitr6-

geno fijado en contra del no fijado puede ser significativo (4).



B) AVANCES EN LA BIOLOGIA DE LA FIJACION DE NITROGENO *

Desde 1960 se han intensificado los estudios sobre la fi
jacién biolégica del nitrégeno; estas investigaciones proporcig
naron una variedad de informaciones incluyendo la identifica~--
cién de nuevos organismos que fijan nitrégeno, descripcién mor-
folbgica de la infeccién de la simbiosis Rhizobium-leguminosas;
especificada en la interaccién Rhizobium~leguminosa; el conteni
do de la leghemoglobina en su relacién directa dentro del nédu-
lo con la actividad de fijar nitrégeno; la alta proporcién (cer
ca de 40:1) de carbohidratos consumidos a la cantidad de nitré-
geno fijado por microorganismo de vida libre; la indirecta iden
tificacién de amoniaco como el producto de la fijacién de nitrd
geno; la inhibicién de la actividad de fijar nitrégeno por amo-
niaco e hidrégeno; la co-ocurrencia de nitrogenasa e hidrogena-
sa; el requerimiento de molibdeno y fierro para la fijacién de~
nitrégeno as{ como la baja de la constante de Michaelis (km) de
la nitrogenasa, por nitrégeno.

Investigaciones posteriores fueron enfocadas a nivel de
estudios moleculares, entre ellos la composicién quimica y el
comportamiento biogquimico de la enzima nitrogenasa, asf como su
sensibilidad y formas de proteccién ante presiones elevadas del

oxigeno. Esto se describird a continuacién més detalladamente.

* Tomada de referencia No. (4).



C) COMPOSICION Y FUNCIONAMIENTO DE IA NITROGENASA *

Ia enzima consiste de dos proteinas, que se denominan:
Componente I y Componente II (figura A). El componente I tiene
un peso molecular de 220,000 y estid formado de 4 subunidades,
que son, cada una de ellas, una simple cadena de  aminocécidos;
ademds, el Componente I contieche 24 Atomos de hierro y 2 dtomos
de molibeno. El componenté II tiene un peso molecular de 55,000
y consiste de dos subunidades protefinicas que incluyen 4 atomos
de hierro, En realidad, se conoce poco acerca de cémo se acomo-
dan estas proteinas y los dtomos de los metales para formar la
enzima, La estructura completa de la molécula podri ser conoci-
da a través del andlisis de difraccidén de rayos X. Mientras tan
to, métodos menos directos han dado alguna informacidn sobre el
ambiente guimico de los &tomos de los metales. En la nitrogena-
sa, los dos Atomos de molibdeno parece ser que ocupan parte del
sitio activo de la enzima. El molibdeno no estd unido a las pro
tefinas grandes del Componente I sino a un pequefio cofactor que
Vinod K. Shah llegd a purificar en la Universidad de Wisconsin
(5). También se sabe va, que el molibdeno es el {nico capaz de
transferir dos electrones y dos protones, tanto en estados de
alta como de baja oxidacidén y puede gue esta sea la funcidn de

la nitrogenasa.

* Tomando de referencia No, (5)
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Mucho del progreso logrado en los pasados dquince aflos pa-
ra entender la bioquimica de la fijacidén de nitrégeno se ha debi
do a dos técnicas experimentales de importancia poco comln. Una
de estas técnicas es el anilisis de la reduccidn del acetileno
(figura B). En 1965, Robert Scholihorn y Robert H. Burris, de la
Universidad de Wisconsin, y Michael J. Dilworth (5) de la Univer
sidad de Murdoch en Australia, descubrieron que el gas acetileno
inhibe la actividad de la nitrogenasa. Posteriormente se demos
tré que la enzima reduce al acetileno (CHy) a otro gas: el eti-
leno (Czﬁ4). Ia actividad de la nitrogenasa puede por lo tanto
medirse, incubando un organismo con acetileno y luego midiendo
la produccién de etileno por cromatografia de gases. Otros méto-
dos para estimar la fijacién del nitrdgeno requieren de isétopos
pesados como marcadores de nitrdgeno.

A principios de 1960 se descubrid que extractos libre de
células podrian fijar el qitrégeno si se les afiadfan pequefias
cantidades de ATP junto con un agente reductor como el ditionito
de sodio. Con este sistema in vitro, la fijacidén de nitrégeno se
convierte en un procesc de laboratorio que puede ser manipulado
y medido con bastante facilidad.

Bl estado actual respecto a la bioguimica 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 Pur

due, y Barry E. Smith y sus colegas de la Universidad de Sussex.
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Ellos han mostradc gque el primer paso en la gecuencia que lleva
a la fijacidn es la reduccidn del Componente II de la enzima
por medio de una proteina externa a la nitrogenasa transportado
ra de electrones {Ferwvcdoxina). ¥l Componente LI reducido reac-
ciona con el ATP y después reduce al Componente I, El componen-
te I reduce al nitrdégeno molecular para dar finalmente amoniaco
(6).

La misma secuencia de etapas puede ger descrita de otra
manera; El componente II acepta primero un electrdn de una pro-
teina transportadora, el electrén es entonces transferido al
Componente I y finalmente al nitrégeno. No se han descubierto
sustancias intermedias entre el nitrSgeno y el amoniaco, de tal
modo deben permanecer unidos a la nitrogenaga. Hay pruebas que
corroboran la suposicidn intuitiva de que los electrones son
transferidos por los dtomos de hierrc y molibdeno, aunque el me
canismo real de transferencia todavia no es muy claro. Una hipé
tegis congiste en que uno de los estados intermedios involucra-
dos es una dimida: NH=NH., Se supone, gue cuando menos un dtomo
de hidrégeno se une a cada nitrdgeno, antes de que el enlace en
tre los dtomos de nitrSgeno se disuelve.

Aungue existen diferencias tanto morfoldgicas como fisio
18gicas entre los diferentes organismos fijadores de nitrégeno,
la reaccién enzimdtica que catdliza la conversidén de nitrdgeno
a aminiaco es similar en todos los casos:

+
No + 6e + 6H + DATP——mm——m 2NH5 + nADP + nPi



-

la nitrogenasa también cataliza la reaccidn de acetileno
a etileno:

. : Y _ . ,
Coly + 20 + 2H' wmmmmnome Colly

En la primera ecuacidn el costo energdtico es cerca de 24
moléculas de ATP (9 moléculas de ATP por cada 3 pares de electro
nes usados para la reduccidn y 15 moléculas de ATP para la reac-
cidén de la nitrogenasa).

Un corolario de estos cdlculos tebricos es la proporcidn
de 4: I de carbohidratos consumidos a la cantidad de nitrégeno
fijado, es decir: 250 mg. de nitrégeno por gramo de carbohidra-
to. Parte del ATP es utilizado en reacciones de competencia, co-
mo es la formacidn de hidrbégeno. Se ha establecidoc gue en muchas
asociaciones de Rhizobium con leguminosas se desperdicia la mi -
tad de electrones que llega a la nitrogenasa por la formacidén de
hidrbégeno, si se pudiera anular el efecto de formacidn de este

gas, se mejorarfia la eficiencia de la fijacifn de nitrégeno (7).

D) SENSIBILIDAD AL OXIGENO *

la nitrogenasa es extremadamente sensible al oxfigeno y es
ta limithcién puede ser una de las mayores barreras para aumen -
tar la eficiencia de la fijacién bioldgica del nitrégeno. Este

efecto de oxidacidén se manifiesta principalmente en el Componen-

* Tomado de referencia No. (8)
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t8 II" (ferro-protefna) de la nitrogenasa, ésta cuando es expues
ta por muy corto tiempo a altas tensiones de oxigeno, su activi
dad puede ser eliminada completamente pero bajando la presidn
del oxigeno a un valor Optimo para la enzima, puede ser restau-
rada la actividad de ésta (9, 10).

Ia mayoria de los microorganismos fijadores de nitrdgeno
se protegen del exceso de oxigeno mediante diversos mecanismos,
ejemplo: las algas contienen células especializadas llamadas
heterocistos donde se encuentra la nitrogenasa, estos proporcio
nan un medio mas reducido en el cual la reaccidn del oxfgeno
proveniente de la fotosintesis no ocurre (11). En el caso de
Azotobacter, un microorganismo aerobio fijador de nitrbégeno,
actfia un mecanismo mAs de proteccidén a la nitrogenasa contra
las altas presiones de oxigeno y consiste un fuerte incremento
en la utilizacidén del substrato para remover el exceso de oxi -
geno presente (proteccién respiratoria} (9). Esto permite un ma
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 sihntesis de material celular o para fijacién de nitrg
geno, dando como resultado un fuerte decremento en la eficien -
cia de la fijacién de nitrdgeno (10,12,13).

la formacidén de cantidades excesivas de goma extracelu -

lar, la cual favorece la formacidn de grumos, y probablemente
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también, el gran tamafio de la célula de muchos Azotcbacter, pug
de ser otro mecanismo gue impida la entrada de oxigeno en exce-
so (13).

En otro estudio reciente sobre la respuesta de Azotobac-~
ter chroococcum a los efectos del oxfgeno, Buchanan (8) explica
la alteracién que sufre la nitrogenasa provocados por el exceso
de oxfgeno de la siguiente forma:

1) pafio estructural a las membranas gue rodean a la ni-
trogenasa,

Tal dafio es producido por interaccién del oxigeno con

los lipidos de la membrana, alterando la integridad de éatas (14).

2) Alteraci6n de los componentes de la nitrogenasa por
la interaccién con el oxigeno.

La simple reduccibén de electrones de los componentes de
la nitrogenasa de Azotobacter mostré inactividad de la proteina
de la enzima (15); 0; (oxfgeno univalente reducido) actuando
como un simple reductor de electrones podria por lo tanto inac-
tivar a la nitrogenasa. La nitrogenasa contiene numerosos compo
nentes azufrados asociados a grupos de metales a través de los
cuales ocurre la reduccién (16). Durante la catélisis de la ni-
trogenasa, alguna alteracién en esos grupos, particularmente si
no va acompafiada por algo que contribuya a un cambio conformacio
nal, podria producir inactivacién la cual adquiere significancia

envista de la interaccién de los grupos de azufre con O; (17,18).
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3) Interferencia del flujo de electrones a los componen: -
tes de la nitrogenasa.

El flujo adecuado de electrones a los componentes de la
nitrogenasa estd controlado por su actividad metabblica. Una ex-
trafia preponderancia de especies quimicas cargadas en el sitio
de esos componentes, podria desorganizar seriamente este necesa-
rio flujo de electrones, Debe de notarse que el 05 es una espe -
cie ocargada (19).

En la simbiosis del Rhizobium con las leguminosas, existe
una barrera mds sofisticada hacila el oxfgeno, el cual es atrapa-
do antes de que lleque a la bacteria por medio de una protefina

conocida como Leg-hemoglobina; é&sta es la Gnica forma de hemoglo

bina encontrada en el reino vegetal, la planta contiene la infoxr
macidn genética para la globinha mientras que el microbio hace la
porcifn heme (20). Esta protefina tiene la gran capacidad de fi -
jar el oxigeno fuertemente y de cederlo cuando el metabolismo lo
requiera. Como resultado, la bacteria adopta un metabolismo aero
bio eficiente y al mismo tiempo protege a la nitrogenasa del oxi
geno.

4) El efecto del sustrato hidrocarbonado sobre la eficieﬁ
cia de la fijacién de nitrdgeno.

Diversos autores (26,27) han estudiado el efecto de diver
sas fuentes de carbono tales como: azlcar, sales de sodio de acf

dos grasos y sus correspondfentes alcholes (cuadro A), sobre los
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parfmetors que influyen en la eficiencia de la fidacidn de ni =~
trégeno por microordganismo del género Azotobacter. En el capitu
lo correspondiente a la discusién de este trabajo se comenta

mis ampliamante el efecto del sustrato sobre la fijacibén de ni-

trégeno atmosférico.
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MEMBRANA BACTERIANA LEGHEMOGLOBINA
( )
CARBOHI- |
i SISTEMA TERMINAL .
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MgATP Mg ADP
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CARBOHI- * ¢ N Hg T+ —AMINO-
DRATOS ™ PROTEINA ACIDOS
FOTOSIN-
TESIS
FERREDOXINA NITROGENASA
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Fig. A

CARBOHIDRATOS
DE

FOTOSINTESIS
La bioguimica de la fijacion de nitrdgeno involucra
la transferencia de dtomos de hidrdgeno proveniente
de mol€culas orgdnicas como la glucosa la cual dona

los electrones y por lo tanto se oxida. El nnrogeno
que es el receptor se reduce (20).



REDUCCION DEL ACETILENO

Y- ,;,,%c‘kmuo

A4 A 4 A 4
SITIO ACTIVO |TEQUCCION ) \
NITROGENASA

FIJACION DE NITROGENO :
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Fig. B Secuencia hipotética de etapas en la fijacion del nitrdgeno.
En parte, la secuencia estd basada en el mecanismo de
ondlisis en la reduccidn del acetileno tambien hipotético. —
Poco se sabe sobre el sitio activo de la nitrogenasa, -
tampoco se ha detectado ni las diimidos ni otros interme-
diarios

(5).
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Cuadro A Eficiencia de la fijacidn de nitrégeno por A. chroo-

coccum, cepa AIO, cultivadas con sales de sodio de

dcidos grasos y los correspondientes alcohole

(a)
8

Compuesto de

(b)

Eficiencia de la fija-

Carbono cién de Nitrégeno
(mg N/g de substrato)
Estanol i5.9
Eropanol 2,3
Butanol 4.2
Acetato de sodio i1.0
Propinato de sodio 12.4
Butirato de sodio 12,5
Glucosga 10.2

(a)

Valores promedios de

3 replicaéiones

(b)
Concentracién fi-

nal 1072 u
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METODOLOG IA

Aislamiento del microorganismo

Se aislé del suelo un microorganismo fijador de nitro-

geno atmésferico en un medio de cultivo de la siguiente com-

posicidn (21):

Manitol —e—meeeeeee———— 10 gr
K2 HPO, ——-—=-=mm—emen 5
MgSO4 ______________ 2.5
Y5 O ——— 2.5 n
Fe (504)3 -------------- 0.03 "
MnSO,  mmmmmmemmmeeae 0.5 "
CaCly,  mmmmmmemm—ee- 0.5 "
Oligoelementos ~-—--—m=—e—aa- 0.Iml
Agar =~ =eeeee m——————— 20. gx
Agua destm———=mm————— 1000 ml
pH de 7 -

Se esterilizé qurante 15 min a 121 grados centigrados

-y 15 libras de presién.

sicién:

La solucién de oligoelementos tuvo la siguiente compo-

Molibdato de potasio —— - 0,05 gr
Borato de godio - 0.05 "
Sulfato de cadmino  ceeesemmcecaee 0.05 "

Sulfato de cobre = = seeecccmmecmneea 0.05 "
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Sulfato de zinc  —m-memecemene 0.05 *

Sulfato de magneso~—-cw-mmeommaea— 0.05 "

Solucidn concentrada de perclururo de hierro ——---- una
gota

Agua destilada ~ —=memememmeeeoo 1000 ml.

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y tinto-

riales, el microorganismo fue identificado como Azotobacter

chroococcum, Beijerinck 1901, ,ratificando lo anterior median-

te pruebas bioquimicas como son la fermentacidén de almiddn y-

manitol as{ como la aparicién de pigmento en el medio de cul-

tivo (22).

A) Crecimiento de Azotobacter en mediosg sélidos con di

ferentes fuentes de carbono

En medio de cultivo solido similar a (1) pero utilizan

do diferentes fuentes de carbono como son : almiddn, acetato -

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

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

fue gembrado Azotobacter mediante el método de estria e incu-~

bando a 30 grados centigrados, con observaciones del creci-—-

miento cada 12 horas.

B) Cuantificacidén de proteina microbiana

En un experimento de II dia de duracién, ge cuantifico



-17-
la produccidn de proteina de Azotobacter mediante el m&todo de
Lowry en tres medios de cultivo liquidos, sin fuente nitrogena-
da con una agitacibn de 250 rpm en un agitador mecdnico (Gira--
tory Shaker Model G2), los cuales contenian como fuente de car-
bono: acetato de sodio, dextrosa y lactato de litio. Todos a
una concentracién de I% y una temperatura de 30 °C y un pH de
6.9 a 7.

La cuantificacibén de proteina se llev6é a cabo de la si--
guiente manera: se tomaron I0 ml de medio de fermentacibn y se
precipitd la protefina mediante la adicibn de 5 ml de &cido tri-
cloroacético al 5%, se centrifugd durante 5 minutos a I500 rpm,
el sedimento se disolvid en 0.5 ml de hidréxido de sodio IN y
ge llev6é a I ml con agua. Se adicionaron 5 ml de una sol. D pre
parada de la siguiente manera:

Sol. A.~ 20 gr de Na2CO3

4 gr de NaCOH
Agua c.b.p. 1000 ml
Sol. B.- Tartrato de sodio y potasio al 2%

Sol. C.~- CuSO,.5H,0 al I%

4 2
Sol. D,~ S0l. A —=-weme I00 ml
501, B ~m—===w= Iml
Sol., C ~-mmwem I ml

Una vez adicionados los 5 ml de la sol, D, se agitb y se

dejé en reposo durante I0 min. Luego se adicionaron 0.5 ml del
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reactivo de Folin-Fenol-Ciocalteu diluido I : 3, se agit6 y se
dejé en reposo durante 30 min para el desarrollo del color y desg
pués se leyd a 625 nandmetros en un colorimetro (Bausch & Lomb -
Spectronic 20). Se desarrolld una curva standard utilizéndo AlbG

mina Sérica Bovina (BSA, Sigma) (23).

C) Crecimiento con distintos niveles de lactato

Se optimizbd la cantidad de lactato para producir la mayor
cantidad de protefna de Azotobacter; para esto, se midié la pro-
tefna producida durante I6 dias en matraces de 250 ml y conteni-
endo D, 1, 2, 3 y 4 % de lactato de litio como fuente de carbono
y el resto de componentes utilizados en el medio (I), ademds de
0.5% de Caco3. Lag condiciones del experimento fueron: pH de 7,
temperatura de 30 °C y agitacién de 250 rpm. La proteina igual-

mente se cuantificd por el método de Lowry.

D) Cultivos con aireacién forzada

En esta siquiente etapa se procedibé a estudiar el efecto

de aireacibébn 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
volGmenes de aereacidn que fueron desde: 0, 0.4, 0.8 y I.6 VVM
(gasto de aire/volumen de fermentacién). El fermentador (Fig C)
fue agitado con una barra magnética aprox. a 250 rpm. y utili--

zando 2 medios de cultivos similares a (I) pero siendo la fuen
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te de carbono y energia en uno dextrosa, y en el otro lactato de
litio.La duracién del experimento fue de 48 hrs, las demis condi
ciones fueron igual al experimento anterior. También se cuantifi
c6 la produccibn de proteina mediante el método colorimétrico de

Lowry.

E) Aislamiento de una bacteria l&ctica.

Posteriormente, se procedi6 a producir &cido lactico por
fermentacibn y para esto; se aisld del estiercol de bovino un mi
croorganismo productor de &cido lactico utilizando el medio de

Rogosa (24) y cuya composicibn es la siguiente:

Peptona=—=-=—r=—m—c——————— I0 gr Medio (II)
Extracto de carne-—--——--- 10 "
Extracto de levadura—------ 5"
Glucosa——=-—=m-—m— 20 "

KH PO = o oo m e 2 "
Acetato de sodio-==-—-—m—n 5 "
Tricitrato de amonio------ 2 "
MgS0 . TH 0= === m e 0.2"
Mnso4.4H20 ———————————————— 0.2"
Tween 80--—=———wmo—m—om————— I ml
Agar-~—m——m e e e 15 gr
Agua = o I000 ml

pH de 6, esterilizado en autoclave durante I5 min a I5 1i
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bras de presibn y I2I °C,

Igual que en el caso de Azotobacter, este microorganismo
fue identificado mediante sus caracteristicas morfolbgicas y
tintoriales asi como por pruebas bioguimicas, esto es, la fer—-
mentacibébn de carbohidratos, tales como arabinosa, fructosa,glu-
cosa, gluconato, maltosa, melezitosa y rhamnosa. Resultd ser un

microorganismo heteroléctico conocido como Lagtobacillus buch~

neri Henenberq, 1903, (22).

F) Fermentacibn léctica de la glucosa

En seguida se procedid a cuantificar la cantidad de &ci-
do léctico producido en el medio de fermentacibn utilizando 3 di
ferentes relaciones C/N (12.5, 25 y 50), utilizando dos fuentes
nitrogenadas diferentes; nitrégeno inorgé&nico proveniente de
sulfato de amonio y nitrbgeno orgénico proveniente de caseina.
Este experimento se llevd a cabo durante 72 hrs. en matraces agi
tados de 250 ml, con un pH de 6, una temperatura de 32 °C., El
&4cido léactico producido se cuantificd mediante un cromatbgrafo
de gases (Analytical Gas Chromatograph Mod 3II. Metodologia de
Basic Gas Chromatography, Varian Aerograph, by Mc Nair and E.J.

Bonelli Varian Instrument Division Offices).

G) Desarrollo de cultivos mixtos de Azotobacter chrooco-

ccum v Lactobacillus buchneri

Debido a los resultados del experimento anterior (ver re
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sultados y discusién en las p&ginas 26 y 37 respectivamente) un
nuevo experimento se realizbd de la siguiente manera: en matraces
de-250 ml conteniendo medio de cultivo con una relacién C/N de

50, se inocularon con los dos microorganismos (Azotobacter y Lac
tobacillus) asi{ como también por separado. Se hicieron observa--
ciones microscbpicas y se cuantific6d la proteina mediante el mé-
todo colorimétrico de Lowry. La duracibn de estas fermentaciones
fué de 5 dias llevdndose a cabo por duplicado, en condiciones de

agitacibn a 250 rpm, pH de 6.5, temperatura de 30 °C.

H) Eficiencia de la fijacién nitrogenada en cultivos pu--

ros o mixtos
En la siguiente serie de experimentos se midié la canti--
dad de nitr6geno fijado por gramo de fuente carbonada consumida
y se efectuaron de la siguiente manera: en matraces de 250 ml de
volumen y utilizando medios de cultivo con una relacibén C/N de
50, ajustados a un pH de 7, temperatura ambiente y agitacién de

250 rpm. Fueron inoculados con Azotobacter chroococcum y durante

7 dias se midi6 la cantidad de nitrbégeno total del medio de fer-
mentacibn.

En otro experimento similar al anterior, pero introducien
do al medio de fermentacién 800 ml de aire estéril también se mi
di6 el nitrbgeno total mediante el método de Microkjeldahl, y
para esto; a 5 ml del medio de fermentacién se colocan en un ma-

traz Microkjeldahl de 30 ml y se adicionaron 2 ml de &cido sulff
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rico concentrado as{ como 0.3 gr de mezcla catalizadora (sulfato
de potasio 20 gr, sulfato de cobre 2 gr y 6xido de selenio 0.5
gr) y perlas de vidrio para controlar la ebullicién. Se colocan
los matraces en la parrilla de digestién del aparato y se digie
re hasta que la solucifn sea totalmente transparente, Después de
esto se procede a la destilacidbn; la solucidén sulf@rica se enfria
con Io ml de agua destilada frfia, agregando ésta por las paredes
del matraz, se deja enfriar nuevamente y se afiaden de 3 a 5 gotas
de fenolftaleina (I% en alcohol), se agregan cuidadosamente por
estratificacién IO ml de hidréxido de sodio al 50% (es importan-—
te que la sosa y el matraz estén frios, la cantidad de sosa debe
ser suficiente para neutralizar el sulflrico y quedar un exceso
el cual detecte la fenolftaleina). Se conecta el sistema de des~
tilacibn inmediatamente, el refrigerante posee una alargadera la
cual va introducida a un matraz que contiene &cido clorhidrico
0.IN adicionado de 5 gotas de indicador rojo de metilo al I%. Se
destila un volumen de 30 ml aprgfimadamente. Se titula el exceso
de HC1l con solucién valorada de NaOH O.IN hasta el vire del indi

cador. El1 Nt se calcula por la siguiente fbérmula: (ref, 25).

% N, = AA-B) x 0.0I4 x I00
t ml. de muestra

donde:
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A = (N x V) del HC1

B = (N x V) del NaOH

N = Normalidad (m-moles/ml)
V = Volumen {(ml)

0.0I4 = meq. del nitrbgeno

I00 = %

En este penfiltimo experimento se corri6 una fermentacién
lactica durante 3 dias, posteriormente se centrifugaron las cé-
lulas de L.buchneri y en el sobrenadante donde quedé el &cido
léctico producido, se neutralizb y se adicion6 inbéculo de Azoto
bacter a la vez que se introducia 800 ml/min de aire estéril.
Las condiciones de este experimento fueron las mismas gue en
los anteriores; la duracibn fue de 4 dias y en todos los casos
se determind el N existente en el medio de fermentacibn.

Finalmente, se llevb a cabo otra fermentacidn de glucosa
con inbculo de L.buchneri durante 3 dias, se neutralizb el medio
de fermentacibn y se adiciondé inbculo de A, chroococcum y 800 ml
de aire estéril/min. La fermentacibn continub durante otros 4
dias y se hicieron determinaciones de nitrbgeno total para medir

la eficiencia de la fijacibn de nitrbgeno.
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En este peniltimo experimento se corrid una fermenta-
cién ldctica durante 3 dias, posteriormente se centrifugaron
las células de L.buchneri y en el sobrenadante donde qued6 el
dcido ldctico producido, se neutralizéd y se adiciond inéeculo
de Azotobacter a la vez que se introducia 800 ml/min de aire
estéril, Las condiciones de este experimento fueron las mis-
mas que en los anteriores, la duracidn fue de 4 dias en todos
los casos se determind el N, existente en el medio de fermen-
tacién,

Finalmente, se llevd a cabo otra fermentacidn de gluco
sa con indculo de L.buchneri durante 3 dias, se neutralizd el
medio de fermentacidn y se adiciond indculo de A.chroococcum
y 800 ml de aire esteril/min. La fermentacién continué duran-
te otros 4 dias y se hicieron determinaciones de nitrogeno

total para medir la eficiencia de la fijacién de nitrogeno,
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FIGURA C. Minifermentador empleado para el crecimiento
de A.chroococcum en cultivos aireados, tempe
ratura controlada a 30°C 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 observd gruesamente un ma-
yor desarrollo de colonias en el medio que contuveo lactato de
litio. En comparacién de los restantes donde el crecimiento fue
menor, e incluso no se observé crecimiento en los medios de cul

tivo cuya fuente carbonada fue benzoato y propionato de sodio,

B) Crecimiento en medio liquido con acetato de sodio,

glucosa o lactato de litio.

En los 3 medios de cultivo liguido hechos con base en
una solucidén de sales inorgénicas (excepto de nitrégeno) y cuya
fuente carbonada fue: acetato de sodio, glucosa y lactato de 1li
tio todos al 1%. La sintesis de proteina al final del experimen
to fue de 3.8, 5.6 y 26 mg/lt respectivamente.

El cuadro No. 2 muestralclaramente las diferencias signi
ficativas en la biosintesis de la proteina 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 mds objetiva en la figura

No., 1 donde se graficaron los valores anteriores; ahi 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 es

te microorganismo fijador de nitrbgeno.

C) Efecto de la concentracién de lactato de 1litio sobre

el crecimiento de A.chroococcum

En este experimento se estudio el efecto de la concentra
ci6bn de la fuente carbonada (lactato de litio). Se obtuvieron
los sigquientes resultados de proteina precipitada de A,chrooco-
ccum: 27.6 mg/lt cuando el medio de cultivo contuvo un 3% de
lactato de litio, 26.4 mg/lt cuando se adiciond un 2% de lacta~
to de litio al medio de cultivo liquido y disminuyendo notable-
mente cuando hubo en el medioc de cultivo un 4% de lactato de 1i
tio. El cuadro No 3 nos muestra los valores obtenidos en este
experimento y son graficados en la fiqura No 2, donde se obser-
va un mayor crecimiento con un 3% de lactato de litio, aunque
no se aprecid 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.chroococcum baja a partir del cuarto dia. En la figura No2
se obsgerva el efecto de inhibicibén causada por el exceso de di-

cho sustrato.

D) Efecto de la aireacibn forzada gobre A. chrrococcum

crecido con lactato de litio o glucosa

Por medio de la aireacibn se obtuvo una acentuada activa

cibn en el medio de cultivo que tuvo un 2% de lactato de litio Yy
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0.8 VVM (1t de aire/lt de medio x min), obteniendo en tan sélo 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 inhibicibn en
la sintesis de proteina ya que s6lo se obtiene 2.0 mg/lt como
se muestra en el cuadro No 4. Es decir que con glucosa, el microox
ganismo no .tolera altos niveles de aireacibn. A diferencia con
el lactato donde aGn aplicando X.6 VVM de aire hubo un lento cre~
cimiento. Estas diferencias entre el lactato y la glucosa se ob--
gervan claramente en la figura No 3, en donde el lactato demostrd
ser una molécula con una mejor capacidad para amortiguar mayores

cantidades de oxigeno.

E) Efecto de la relacibébn C/N sobre la produccibn de &cido

lactico por L.buchneri

El cuadro No 5 muestra las cantidades obtenidas de &cido
l4ctico mediante la fermentacién de la glucosa por Lactobacillus
buchneri y utilizando relaciones C/N gue van desde 12.5, 25y 50.
Obteniendo los mayores resultados con una relaciébn C/N de 12.5,
donde se obtuvo hasta I.5% de &cido lactico, aunque no hubo dema
siada diferencia con una relacién C/N de 25, obteniendo hasta
I.45% cuando la fuente nitrogenada fue inorgénica en su totali--
dad, al igual que en la relacibén C/N de 50 donde se obtuvo I.4%
de 4cido lactico. Esta Qltima relacibén C/N de 50 fue la que se
escogi6 para nuestros propbsitos y el porqué de esto se comenta

mis ampliamente en el capitulo de discusiones.
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F) Crecimiento mixto de L.buchneri v A.chroococcum.

En este experimento en el cual se llevé a cabo una fermen

tacibn mixta con inbculo de A,chroococcum y L.buchneri, se obsexr

v6 mediante el microscopio la persistencia de los dos microorga-
nismos durante las primeras 18 hrs., Sin embargo, después sblo se
observd la presencia del microorganismo fijador de nitrégeno. La
mezcla de los dos microorganismos resultd ser la mis eficiente

en la sintesis de proteina microbiana, como se puede ver en el
cuadro No 6, en donde al cabo del quinto dfa se obtuvieron 860 mg
de proteina por litro de medio de cultivo mediante inoculacién
mixta y utilizando una relaci6tn C/N de 50. A diferencia de los
otros dos monocultivos puros de los cuales se obtuvieron 720 mg/lt
de proteina del microorganisme fijador de nitrégeno contra 330 mg/lt

de proteina del microorganismo heteroléctico.

G) Eficiencia de la fijacibn de nitrbgeno por A.chroocogcum

cuando el sustrato fue la glucosa

En dos experimentos con y sin adreacibn, se estudid la efi-
ciencia de la fijacibén de nitrbgeno por A.chroococcum por cada gra
mo de glucosa consumido. El cuadro No 7 muestra como valor maximo
obtenido 3.5 mg de nitrbgeno total/gr de azficar 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 azficar con
sumido :(cuadro No 8). Estos resultados obtenidos son inferiores

a los que se obtienen usando acido lactico como fuente de energia
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como se observar& en el siguiente experimento.

H) Eficiencia de la fijacibn de nitrbgeno mediante culti

vo mixto de A,chroococcum y L.buchneri

Los resultados de esta Berie de experimentos mostraron
el efecto positivo del 4cido l&ctico producido por fermentacién
de la glucosa, como fuente energética para A.chroococcum, El
cuadro No 9 nos muestra los mg de Ny por gramo de fuente carbo-
nada, obtenidos mediante la fijaci6tn de nitrdégeno por Azotobac-
ter cuando este microorganismp se adicioné al medio de cultivo
al igual que 800 ml/lt-min de aire estéril. EI medio de cultivo
tuvo &cido léctico producido por L.buchneri cuando ferment6 a la
glucosa, pero separando las células de este microorganismo por
centrifugacibn, se pudo observar gue en sblo cuatro dias se obtu
vieron rendimientos de 14 mg de Nt/gr de azfcar,

La fermentaci6n mixta de L.buchneri y A.chroococcum re-

sultd ser la més eficiente, ya que produjo 16 mg de nitrbégeno
total por gramo de azficar en s6lo 4 dias, como se observa en el
cuadro No 10. Este experimento aparte de ser el més efectivo en
cuanto a rendimientos se refiere, también resul£6 ser el més sim
ple ya gue aqui no hay separacién de las cepas microbianas, pues,
primero se corre una fermentacién l&ctica y después se adiciona
el inbéculo del fijador de nitrbgeno asi como aire estéril,perma-

neciendo ambos microorganismos-en el medio de fermentacibn.



Cuadro NtI.

Diversas Fuantes de Carbono Probadas an el crecimianto da
Arotobacter chroococcum.

I- Dextrosa. 6.~ Piruvato de sodio,
2 Manitol. 7.~ Acetato de sodio.
3- Almidon. 8- Lactato de |litio.
4- Celobiosa. - 9~ Propionato ds sodio.

5~ Sacarosa. 10-Benzoato de sodio.




Cuadro N22

tn
Cuantificaclon de la proteina de A. chroococcum en 3 medios de cultivo
agitados y con diferentes fuentes de carbono.

Dias Acetato de sodio Dextrosa Lactato de litio
| % t % I %
mg. deproteina/ It. de medio de cultive
0 0.8 0.l 0.5
| 1.0 1.73 8.6
2 1.75 2.0 9.88
3 2.0 2.0 9.88
4 2.0 3.8 10.2
5 3.4 3.0 1.0
6 3.8 6.0 12.6
7 4.3 6.8 17.6
8 5.0 6.8 19.0
9 4.0 7.4 19.6
10 3.4 6.2 20.8
I 3.8 5.6 26.0

(1) Metodo de Lowry
(2) 280r.p.m.
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Cuadro N2 3
Produccion de proteina por A. chroococcum en el medio de cultivo variando la
concentracion del sustrato.

Dias
Lactato

% 0 2 4 6 8 10 12 14 16

0] 3.0 3.0 3.0 1.8 1.8 2.0 1.8 2.0 1.8

| 3.0 7.4 9.7 12.0 16.4 19.0 21.6 23.7 25.8

2 4.3 8.0 10.0 12.6 5.8 19.6 22.2 24.2 26.4

3 5.0 13.2 16.4 17.6 21.5 22.2 24.8 26.7 27.6

4 5.0 17.6 18.4 18.4 176 -1 17.0 18.4 17.0 17.6
Metodo de Lowry mg. da proteina /it de medio de oultivo

Agltaclon a 280r.p.m.
Temp. de 30°C
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Cuadro Nt 4

Efecto de los difersntes volimenes de aereacion sobre el crecimiento de

A, chroococcum con dos fuentes de carbono diferentes .

VVM
Horas 0.0 0.4 0.
Lot [P°2e*] Lac. | Dex. | Lac. | Oex. | Lac. | Dex.
0 4.3 3.0 5.0 3.0 3.0 2.8 5.0
24 6.2 3.6 6.8 2.6 25.4 2.6 8.1
48 6.2 4.3 7.5 2.6 30.4 2.0 5.0
T2 38.2 4.4

¥ Gasto de aire

volumen de fermentacion

mg. de proteina/1t. de medio de guitivo
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CUADRO No 5

Efecto de la relacién C/N y la proporcidn de nitr6geno
proteico y no proteico sobre la fermentacibén lictica de una

solucibn glucosada al 2%.

c/N % Np % Ni Lactato (g/100ml)
(72 hrs)
0 100 I.5
12.5 50 50 I1.35
100 0 I.50
0 100 1.45
25 50 50 1.42
100., 0 I.06
0 100 I.40
50 50 50 0.40
100 0 0.35
Np = Nitrbgeno de caseina
Ni = Nitrbébgeno de Sulfato de amonio
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CUADRO No 6

Bilosintesis de proteina de un cultivo mixto de A,chrooco

ccum vy L. buchneri crecido en un medio de cultivo con una rela-
L 3

cién C/N de 50.

0 3 5
(dias)
Inbculo mg de proteina/lt de medio
Lactobacilo (a) 3.6 420 330
Azotobacter (b) 3.4 730 720
(a) + (b) 3.0 700 860

* Glucosa al 2% y Sulfato de amonio al 0.075%
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CUADRO No 7

Incremento del nitrb6geno total (mg) por gramo de glucosa

consumida en e} medio de cultivo * utilizando A.chroococcum.

dias
0 a 5 7
0 2 3.5 3

A, chroococcum

* 250 r.p.m.
femp. ambiente

pH de 6.9

Nt fue cuantificado por Microkjeldahl
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CUADRO No 8

Incremento del nitrégeno total (mg) por gramo de glucosa

consumida en medio de cultivo aireado*.

dias
0 2 4 7
A, chroococcum 0 4 5.75 6

* 800 ml de aire/min/lt
250 r.p.m.

Temp ambiente

pH de 6.9
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CUADRO No 9

Incremento del Nt* (mg) de Azotobacter chroococcum creci~

do en medio de cultivo conteniendo &cido l&ctico producido por
* %

fermentacibn .,

dias

A.chroococcunp 4] 5.5 I4

* mg de nitrbégeno/gr de glucosa
** . Las condiciones de la fermentacién fueron:
fermentacibn léctica de la glucosa durante 3 dias, separa—-—
cibén de las células de L.buchneri y al sobrenadante se le -

adicion6é inbculo de Azotobacter a la vez gue 800 ml de airé/

min/lt. Temp ambiente y pH de 6.9.




=36-

CUADRO No 10

* %k
Incremento del N * (mg) en la fermentacibn mixta entre

A.chroococcum (a) y Lactobacillus buchneri (b).

dias

(a) + (b) 0 5 16

* mg de nitrégeno/gr de fuyente carbonada consumida
** Primeramente se llevd a cabo una fermentacibn léctica

durante 3 dias, luego se adiciond inbculo de A, chrooco

ccum vy B00 ml/min de aire estéril. Corriendo por 4

dfas m&s la fermentacibn.
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DISCUSION

Ia eleccidén de una adecuada fuente de cargono y energia

asi como su asimilacién por Azotobacter sp, es de vital impor-

tancia en la eficiencia de la fijacién de nitroégeno.
Brotonegoro (26), indicé que ya en 1935 Winogradsky se-
flalé gue el uso de glucosa o manitol como nutrimentos para Azo-
‘tobacter sp no son apropiados desde un punto de vista ecoldgi--
co, a pesar de gue en su habit natural estos organismos pueden
estar en contacto con glucosa o manitol esto se debe a que deri
van su energia de la descomposicifén de productos obtenidos por
fermentacién de glucosa (u otros azdcares), como son: etanol,
Acido acético, propanol, butanol, &cido butirico, etc.

Mulder y Brotonegoro en 1974 (27), demostraron el efec-
to de diferentes fuentes de carbono (acetato de calcio, propio
nato de calcio, butirato de calcio y glucosa) sobre el creci--
miento de A.chroococcum, obteniendo los mayores resultados de
nitrégeno 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 produccién de més 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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ccum; tal y como se indica en el cuadro No. 2 y en la Figqura
No. 1 donde la produccién de la proteina unicelular de Azo-
tobacter en cultivos agitados es muy superior cuando la fuen
te energética es el lactado de litio, en comparacién de cuan
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 protefina producida so--
bre todo cuando existe 2 y 3% de lactato en el medio de cul-
tivo, sin embargo, con un 4% mostr6 efecto inhibitorio por -
exceso de sustrato.

El oxfgeno produce un marcado y complicado efecto en-
el crecimiento de Azotobacter ya que altas tensiones de este
gas inhiben la capacidad de fijar nitrégeno 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 oxfgeno, la actividad de la nitrogenasa decre
ce; posiblemente como un resultado de la competencia entre el
oxfgeno y la nitrogenasa con la participacién de coenzimas re
ductoras (NADPH, o NADH,). Con altos niveles de oxigeno la ve
locidad de respiracién celular se incrementa (Azotobacter tie

ne una excepcional alta velocidad de respiracién, o sea, un
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002 de 4000 a 5000 microlitros de oxfigeno por mg de células
gecas por hora. Segin: Williams y Wilson, 1954 ref No. 28).
Con este incremento respiratorio también se incrementa la oxi
dacibén del sustrato celular, protegiendo en parte a la nitro-
genasa del dafio que le causarfa el exceso de oxfgeno (Protec-
cién respiratoria) (29).

El sustrato aguf utilizado (lactato) tiene més 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 concentracién que el lac
tato como se observa claramente en el cuadro No. 4 y en la fi
gura No. 3, donde la produccién de protefna 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 ratificé en los experimentos de medicidn
del nitrégeno total fijado por cada gramo de fuente carbonada
consumida (cuadro No. 7 y 8 vs el No. 9), donde incluso ya se
utilizé el sobrenadante gue contenfa lactato producido por la
fermentacién de la glucosa mediante L.buchneri.

Un alto valor en la relacidén C/N (v.gr. de C/N = 50)
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es importante ys que de otra forma, un exceso de nitrégeno in
hibirfa la nitrogenass de Azotobactexr y le daria ventajas a
Lactobacillus ya gue la nitrogenasa en presencia de altos con
tenidos de iones amonio disminuye su actividad debido a una
competencia entre la asimilacidn de NHy vy la actividad de ni-
trogenasa por NADPH, Yy o ATP, asi como a una represién de sin
tesis enzimética (30).

Si cantidades moderadas de nitrégeno combinado y canti
dades excesivas de compuestos de carbono estén presentes, co-
mo en las relaciones C/N altas, los microorganismos no fijado
res de nitrdégeno agotarian el suplemento de nitrdégeno y cesa-
rian de multiplicarse, dejando cantidades adecuadas de com-——-
puestos de carbono para los fijadores de nitrdgeno (27).

por lo anterior, primero se estudid la produccién de
dcido l&ctico con niveles escasos de nitrégeno (C/N mayor ae
12) usando glucosa al 2% como sustrato de L.buchneri comb agen
te fermentador. Afortunadamente, los resultados de fermenta---
cién fueron positivos, probablemente porgue L.buchneri es un
bacilo heteroléctico cuyos requerimientos nutricionales no son
exigentes, a diferencia de los homolécticos gue requieren rela
ciones C/N muy bajas (menores de 5) necesitando proteinas come
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 estimulacién
de la fijacién de nitrégeno en cultivos mixtos mediante Azoto-
bacter sp y otros microorganismos como Rhodotorula. piferentes
explicaciones como son: (a) descomposicidn parcial de un sug--—
trato gque inicialmente no podria ser aprovechado por Azotobac-
ter, (b) remocién del exceso de nitrégeno fijado, (c) sfntesis
de factores de crecimiento requeridos por Azotobacter, (d) re-~
mocibn del exceso de oxigeno (26).

En este trabajo se observd 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 biosin
tesis de proteina es mayor cuando se combinan estos dos micro-
organismos que cuando el cultivo es puro. Sin embargo, median-
te observaciones microscépicas sélo se noté la persistencia de
los dos microbios en las primeras 18 horas, después de las cua
les s6lo se observ6 la morfologfa caracteristica de Azotobac--
ter. Una restriccidn de esta mezcla microbiana es el pH 6ptimo
en el cual funcionan estos dos microorganismos.

La cantidad de nitrégeno total fijado mediante este cul
tivo mixto se muestra en el cuadro No. 10, donde al término de

4 dias se obtuvieron 16 mg de Nt/gr de fuente carbonada.
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Estos resultados todavia no son précticos desde el pun
to de vista industrial, para producir proteina unicelular por
fermentacién, pero queda abiecrts la posibilidad de aumentar
estos rendimientos mediante una mejor seleccidn de cepas fija
doras de nitrégeno asi como de otros microorganismos lécticos
gue den mayores rendimientos de &cido léctico, yva que de esta
manera aumentaria también el rendimiento del nitrégeno fijado.

Cabe hacer la aclaracién que adn no se han hecho estu-
dios del balance de la fermentacién de cultivos puros de L.bu-
chneri y que sblo se tienen datos de su produccién de &cido
léctico. Otros estudios de G6mez y viniegra en 1978, han mos-
trado que la flora mixta heteroléctica del estiércol produce
cerca del 60 a 70% de &cido léctico a pH de 6.5 usando gluco

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

trogenada (32).




43

CONCLUSIONES

1.~ El mecanismo de la fijacién microbiana del nitré-
geno atmosférico por ser un proceso principalmente reductive
parece ser beneficiado mediante una seleccién de fuentes re—
ducidas de carbono como es el lactato, en comparacién con

otras fuentes como la glucosa y el acetsato.

2.~ La seleccién de fuentes de carbono reducidas, co-
mo el lactato, parece ser mds significativa cuando el medio
estd sujeto a una aireacién forzada, en comparacién con cul-

tivos lfquidos no aireados.

3.- Con la presencia de nitrégeno inorgénico (sulfato
de amonio) en bajas concentraciones (C/N de 50) y usando glu
cosa como sustrato, se puede promover la fermentacidn hetero
ldctica de la glucosa, adicionando carbonato de calcio y man

teniendo el pH a 6,0.

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

tiene m&s 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 tecnolégica para el de-
sarrollo de biosintesis de proteinas por medio de cultivos

mixtos de bacterias heterolécticas (v.gr. L.buchneri) y de
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fijadores de nitrégeno asimbibticos (v.gr. B.chroococcum)usan
do azlcares de cafa, almidones u otras fuentes baratas de car
bono. Esta posibilidad podria llevarse a cabo mediante el aco
plamiento de digestores anaerobios de subproductos agricolas,
con reactores microbianos para la fijacién de nitrbégeno, me--

diante un fermentador heteroldctico intermedio.

6.~ Se reguiere ampliar el estudio de la ecologfia de
cultivos mixtos, usando microorganismos fijadores de nitrbge-
no que actien a distintos valores de pH v.gr.: especies dek gé
nero Beijerinckia que crece en pH &cido (desde 3) y que se ~

acoplen mejor con bacterias heterolécticas.

7.~ Los estudios de la ecologia de cultivos mixtos, fi
jadores de nitrégeno, puede ampliar nuestro conocimientc so--
bre el sinergismo necesario para la fijacién 6ptima del nitré

geno por medio de los microorganismo de vida libre.
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