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RESUMEN

Ev eate trabajo se hace el estudio de la fijacidu de witrdgeno
atmosférico (Na) e0 alimeutos y bebidas de los antiguos mayas y mexi-
cauos, que adp son coosumidos en algunas zouas del pais, priveipaluep
te por la poblacidn aberigen,

La fijacidn de witrdgevo se pove en evidencia por medio de la re-
duccidn de acetilevo a etileno usando el wétodo de cromatografia eu fg
se de wapor.

Se estudiaron tres bebidas wexicanas: poxol, tesguine y pulyue,

y ue alimento: "cocolliu® o "cocol de agua". Se evcootrd yue en los
cuatro hay microorgavismos gue fijam Na. V

Solameute del pezol se hace un esiudio extevso, el tesgiiino, el
pulgque ¥y el "cocollin” se estin estudiande y solo se preseutan resulta
dos preliwivares.

Le los wmicroorgavismes aislados del pozel, se deternind que la
bacteria Agrobacterium azotophilum Ulloa y Herrera, ea la respousable
de la fijacidn del N,. Se determiné que el medio en que esta bacteria
progresa y donde hay mayor reduccidn de acetileus es su wedio vatural:
wasa de wafiz. Se encoutrd que el medio wmfvimo en que A, asotopbiluw
fija N, esvel medio 77 de Fred y Wakeuwan covn sacarcsa (773),

Se¢ estudiaron los compuestos que inhibev la fijacidu de N, por
A, srotophilum, eucovtirdvdose que los compuestos que tieves -Ni, ivhi-
bheo la fijacidn. Lo miswo ecurre cou las sales inorgAnicas de ameuvio,
La ivhibicidéun de la fijaeidn de N, cuavdo se agregao amivedceidos sl
medio 773 depevde de la cantidad de amivoacido agregade; ei a 20 ml
de medio 775 se agrega 10 ul de awivodcido la bacteria utiiize el
amivodcide y fija N,, a mayores cantidades de amivoscido agregade al
medio, A. azotophilugm utiliza el aminodcido, lo que se refleja eu uv
wayor crecimiento de la colonia que en el testige (775) pero la re-
ducciép del acetileve, o sea la fijacido del Ny» se ishibe.
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Exiatou referencias histdricas del uso due de emtos aliumevtes
haciav los pobladores de América avtes de la llegada de los espafio-
les, por ejemplo del complejo de nlgas llamado "cocollin® (Urtega,
1972), alimevnto gue ewn ciertas ocasioues llegd a ser el doicoe con
que contaron los aborigenes eu épocas de hambre. Utro alimente, de
erigev maya, e¢s el pozol o pozole, el cual se usa eo uva amplia re-
gidn del sureste de li¢xico sobre todo por algunes grupos fndizenas
como los Chamulas y Lacandoues; como ha sido dewmestirado (Cravioto
ot al., 1955) el valor alimesticio del pozel es mayor que el de la
masa de mai{z, encontrando un aumento considerable de oitrdgevc total
ev esta masa lermentads ev relacidéu al maiz con el que se prepara,

in estos aliwentos weucionados, y ev alguvos otres gue irewocs
deseribiendo se ebcuentra uva multitud de microorgauvismos, ¢ue for-
man microfloras caracterf{sticas aup poco estudindas. Consideramos
gue tieme grau interés el aislar los microorgavismos causaotes de la
fijacidn del vitrégevo y que origioap ese sumento de vitrégeno total
en dichos alimentos, k1 mislar e ideutificar los mieroorgacismos per-
mitird determivar si el aumento del nitrdgeno total en los alimentos
se debe al aumento de amivoacidos y especialmente ioteresa determivar
si sop los amivcdcidos indispeusables, por ejemple lisiwva y triptofa-
wo, en les cuales casi todos los maices sou deficientes, $i psi fue-
ra, el valor alirenticio del pozel fermentado seria wmayor que el del
posel sio fermentar le cual darfa la indicacién de gue es mis conve-
piente ¢l cousume del pozol fermentado por la poblacién ue habitual-
meote ingiere esta bebida. Tieve interes también el deterwivar ev qué
copdiciones estos microorgavismos fijap vitrégevo, en qué cantidades,
#i seria couvenieute usarlos como indculeos en alimentos para el gava~
do {ensiladosj, 8i seria convevievte agregarles a la tierra para avuep
tar su fertilidad y qué productos gue actualmente sov desechos de ig-
dustrias o bien wateriales ividtiles puedev servir couo fueotes de car-
bons parn estos microorgaviemos, lo que pernitiria usar los materiales
mencioundos ivoculades couv fijadores de vpitrégese pars agregarlos a
suelos pobres ev vitrégene,

£l preasente trabajo refiere alyunos de los estudios llevedos & ca
bo sobre or:apissos fijaderes de pitrégens aislados de algunes alimen
tos mexicanos y persigue los fiunes mevcionades cov suteriorided. Ye ba
dividido eu: fijacido de Nﬂ eo el pozol, fijacidn de N2 en vl “cocellin®



y fijacidn de N, ev el tesgiivo y el pulque. Solawevte del pozol we
heoce un estudio extenso, el tesguino, el pulyue y el “gocoliin” use

estiov estudiando y selo se presevtan resultados prelimivares.



DIOQUIMICA DE LA FYIJACION VE Nﬁ

La fijacido de pitrégene que el howmbre efectda para producir
fertilizaptes se hace ev #u wayor parte por el proceso daber~icsch,
mediante el uso de catalizadores (geveralmente complejos de éxidon de
fierre), temperaturas cercauvas a los 500°C y altas presisues, aproxi-
madamente 1000 atwésferan., Lu cambio ls fijacido biolégica del N, que
efectiap los micreorgavismos es llevada a cabo a iteuperatura ambiente,
sin el uso de graundes cantidades de evergfa o de altas presioves. Ep
consecuencia es ivteresamte covocer céme los vegetnles lleva a efecto
esta reduccidu del vitrédgevo para aprender posibles mecanismos de pro
duccidn de amoniaco a precios reducidos,

Ep los microorganismos la fijaciov de N, es catalizada por la vi-
trogevasa la cual reguiere evergfa en la forua de ATP y ue reducior pg
ra la formacidév de amoniaco, Hay, por lo tavto, flunjo de electrones
desde uu sustrato dovador de electrones hacia el Na molecular, Los di-
ferentes grupos de microorgavisnos fijadores de Nz variasc em suanto &
la vaturaleza del reductor, de les travsporiadores de electroves y de
las enzimas gue intervienen,

Hasta 1960, se habiaw establecido los siguientes hechos (Bevemanwe
et al., 1972).
1.~ Fijacido de N, s uva propiedad que séle se ha sucontrado eu pro-

cariovntes.
2, El amoniaco es el primer productoe de la fijacidn de Ny.
3,- Lxiste relacién evtre la fijacidu de N, ¥ el metaboliswo de H,
4.~ Se requiere Fe y Mo para la fijacidn de N,
8.~ Un grav oumero de compuestos (Nﬂa, “2’ ~CN, NQ&' 02, etc) iohiben
le fijaciodn de N,
A partir de 1960, eu gque se logrd preparsr extractos libres de células
que fijabav pitrdégeno de Clostridius pasteyriavum (Carvabam et al.,
1960) se evcoutrd que ers Decesario: para que les exiractos fijarao N,
piruvate como donador de electroves (raductor) y couoe fuente de trifos-
fato de adenosiva (ATP); up tranaportador de electrouves gue fue aislade
y se le dio el wombre de ferredoxiva (Morteoson et al., 1962), Se eveon
tré tambidn otroe traosportader de eleetrowes, la flavedoxiss (Knight

gt »l., 1966).

Posteriormente se evcoutré que para la reduccidn de Ha ne ers be-

cesario el piruvato, ev realidad eo presencia de ATF, cualquier sostra




to que pueda ceder los sleciroves requeridos en capas de interveoir
eu la fijacion de Ny

Estos electrones no reducen directamente al Nﬂ eino & través de
un iotermediario que es la ferredoxioa.

El sistena eosimdtice presente ew los extractos y gue ecatializa
la reduccion del Nza amonfaco ev presepcia de un reductor y de ATP
es el llamado Nitrogevasa. La vitrogevase uve el nitrégeno molecu~
ler y lo coovierte en amonfaco por medio de uva serie de reaccioues
redex, requiriendo para ello seis electrounes y alrededor de 12 a 15
woleculas de ATP. Ademds de la reduccidn del nitrdgemo melecnlur la
vitrogonass cataliza las siguientes reaccioves: a.- bidrélisis del
ATP a ADP + Pi (Keunedy gt al., 1968) que es depsndiente de la oxi-
dacidn de up reductor, oxidacidu que solo ecurre duraste la hidré-
lisis del ATP, en cambio puede haber alguna hidrélieis del ATP in-
dependiente de la presencia del reductor (Jeng st al., 1970)3 b.~
reduccidn de varios compuestos con triple ligadura tales como acetii
levo, ciaburo, azidas, etc; ev susencia de un sustrate reducible
la mitrogevasa puede cootivuar hidrelizssde ATP y exidando el re~-
ductor, ev estas couvdicioves, se libera hidrdgene molecular (Burus
y Buleo, 1965) y c.~ catalisa el intercambio 1,0 - i, el que ecurre
cusndo hay reduccidn de N, y Do cusode bay formacidn de Hy (doch
8t al., 1960).

El proceso de fijacidu de “2 por los extractos libres de 05&&
las es up proceso estrictameunte avaerobio (Parker y Scott, 1960;
Ytewart y HFearsov, 1970; Swith y Evass, 1971).

La fijacidun del N,
mostrado que la vitrogenssa ne se eucuentra en los micreorgsvismos

esta sujeta a control metabélico. Se ha de-

que creceu eu medios de cultive com amonfaco 0 cou otros eompumstos
vitrogenados y aparece cuande el amoniace ba sido comsumide {wilsou
et al., 1943; bulen gt al., 1964; Daeach y Mortsnson, 1968). La ni~
trogevasa es uba enximwe ivducible cuya sivtesis es reprimida por
compuestos vitrogenados especialmente amoniaco {lunsco y Burrie,
1960). La ivhibicidn de la fijacido de N, por los compuestos eitroge
oados veris ev los distintos microorgavissos estudiados, eov alguves,
no se ivhibe la fijacién pero sf la sfotesis de la aitrogevasa (laesch
y Mortensou, 1968; Bergerseu 1969). La fijacidv de N, taubiéo es de-
pendievte de la dispouibilidad de carbono, en au auseucia se asumulas
amonfaco y se ivhibe la fijacidv. Otros austratos tambiés ivhiben la



fijacion de Nz; el H2, co, N20 y NO inhiben competitivamento la fija~-
cidn de N2 en estractos de C. pasteurianum, lo que es uva iodicaciodn
mas de que la nitrogevasa es una metalo-enzima,

Examivewos ahora particularmente los reguerimientos para la acti
vidad de la wvitrogenasa,

Dovadores de [lectrounes,

El origen y naturalezn de los dovadores de electrones usados en
la fijaciov de N2 varia en los diferentes grupos de microorgavismos,
pero tiene en comin que son apgevtes reductores fucrtes capaces de re-
ducir a los acarreadores de electroves (ferredoxinas y flavodoxinas)
que tieven bajo potencial.

Los siguientes eon donadores de electrones encontrados por di-

ferentes autores evn distivntos microorganismos.

Dovador de
electrones

Clostridium Piruvato Carppham et al. (1960)
pasteuriavum NADPHZ y NADH2 D'Gustachio y lardy (1964)
Klebsiella Formato Bevemann et al (1971)
poeumoviae NADPU2 Nagatani (no publicado)
Bacillus
polymyxa NADPHz Yoch (no publicado)
Avnabaena
cylindrica NADPI[2 ‘./Bothn ( vo publicado)
Alpas Verde-azu
les y bacterias reduccion foto- Arvon (1967)
fotosintetizantes quimica (?)

ACARRIADORES DE ELECTRONES.m Los reductores naturales de la nitropgenasa
.gon los acarreadores de electroves del tipo de las ferredoxivm y flavo-
doxivnas. Ademas de reducir a la vitrogenasa, tievevn wuchas otras funcio-
nes en el metnboliamovcelnlur. Ev si no tieneo uva funcion catalitica,

solo travspertan electrones de una evzima a otra.



A coptiouacidn se presenta ev la tabla vlimero 1 un resumen de las
propiedades de las ferredoxivas y de las flavodoxinas evncoutradas en
algunos de los organismos fijadores de N2'

Nitrogevasa

La vitrozenasa es un complejo de dos metaloproteivas que tieue

caracteristicas muy semejantes evn todos los orgavismos de que se ha

. - - r - . . -
aislado, Las nitrogenasas mas estudiadas son de Clostridium pasteurig-

pum y de Azotobacter vinelandii.

Si se hace la cromatografia de extractos de proteinas de estos
microorganismos en estrictas covndiciooes de apaerobiesis y DEAE - ce
lulosa se separan dos fraccioves proteicas, co forma de dos bandas de
color café que corresponden a la nitrogevasa, Contiene fierro no hemo
y azufre en castidades equivalenles. Una fraccion es mas pesada y con
tiene ademis molibdeno, nor esta razon se le deuomiva MoFe proteina y
la otra fraccion, que no cootiene molibdevo y de menor peso molecular,
se denomina Fe proteina, Separadamevte minguna de las fracciones tie-
ne actividad, vecesitan ser reconbinadas, eo la relacidun 2:1 Fe: Mole;
para que catalicen las recacciones caracteristicas de la nitrogenasa..
La Fe proteiuva es labil a temperaturas bajas y extiremadamenie seunsible
al oxireno, coutiene 4 atomos de fierro y 4 prupos sulfuro, puede ser
disocinda en dos subunidades idénticas. La MoFe proteiva, con peso wo-
lecular de alrededor de 270,000 contiene dos moléculas de molibdeno,
34, 38 woléculas de fierro y 26 a 28 grupes sulfuro, puede ser diso-
ciada en varias subuvidades de diferevte tipo.

El mecanismo de accidn de la nitrogenasa ha sido un tema de gran
interés tanto cientifico como por sus aplicaciomes practicas. La ni-
trogenasa cataliza la transferencia de electrones desde uu reductor
a distintos aceptores de electrones (N2, Hf, CN-) en uua reaccioun que
dependiente de la hidrolisis del ATP. Auvnque cataliza otras reaccio-—
nes, la reaccién fundamenial es la reduccion del NZ'

©“n relacidén cou el pavel del ATP y la nitrogenasa se hap estable-
cido los siguientes hechos: 1.~ La rapide, de hidrélisis del ATP por
ja nitrogenasa es independiente de cudl sustrato sea reducido, pero
depende de la presencia del reductor. (Bui y Mortensoa, 1969) 2.~ Lo
ausencia de reduclor la pitrogenasa hidroliza ATP especialmenie a pH
bajos, alrededor de 5, (Bui y Mortenson, 1969) 3.~ La estequiometrfa

de ATP utilizado es compleja; la relacion de ATP hidrolizado por cada
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par de electrones transferido (ATP/2e ) es del 6rdeén de 4 a 5, de~
pende del pll y de la temperatura, Si se hidroliza ATP pero no hay
transferencia de electrones la relacidén (ATP/2e”) es del drden de
dos (Jeng et al., 1970)., 4.~ Ambas proteipas puedevn uoir ATP (
Biggins y Kelly, 1970),

Se ha propuesto que evo la reacciéo catalizada por la nitrogeva-
sa el ATD intervievne: l.,- Como fuevte de protenes para la mitrogenasa
(Brintzinger, 1966); 2,—- Como activador de protones (Mortenson, 1964);
3,~ Como fuente de electroves hidratados (Bui y Morteuson, 1969); y
4.- Como inductor de cambios conformaciovales (Bulen et al., 1965).
De hecho falta mucho por aclarar como funciona el ATP en esta reac-

»

cLon,

Hay evidencia de que la nitrogevnasa reduce al N2 en varias etapas,
lios sustratns son reducidos a productos gque han aumentado sus electrones
en ‘pares; asi,el acetrileno es redusido a etilewo en dos panos) wl Ditre=
Feno & amovinco ev tres pasos, Sin embargo vo se hav podido aislar los pro-
ductos intermedios de la reduccion del Nz y se piensa yue esto se debe a
que guedan fuertewmente unidosg a la enzima (B urris et al., 1965).

La nitropeonasa tiene varios sitios actives puesto que la hidrdélisis
del ATP, #r la oxidaciov del reducitor y la reduccion del susirato son
afectados por diferentes ivhibidores, |

Muchos investipgadores, basandose en condideraciones teoricas, afir-

man que el fierro es el metal clave en la unidwn del N2 a la nitroweng-
8a ep el sitio de la reduccidn del sustrato; oiros investigadores consi-
deran que el molibdeno es el que tieme la funcion primordial, In apoyo
de este ultimo criterio estd el hecho de gue la nitropgenasa preparada coo
vanadio en vez de molibdeno (McKenuna et al,, 1970), obtenida de

A, vinelaodii que crecio en un medio carente de molibdeno pero que contew

nia wvanadio, difiere de la natural en cuando a afinddad por el sustrate

y la cinética de la reduccion,
Hesumiendo se podria proponer el siguiente esquema para la via y

los grupos funcionales que intervienen enm la reduccion del nitrdgeno

molecular:
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No obstavte los muchos hechos covocidos, tudavia no se sabe el
mecanisno detallado de la mecioe de la pitrocenasa. Todavia wo se co-
noce cowo esta enzima reduce el vitrdgevo molecular; wo se ha llegade
a establecer cudl es el mecanismo de accidn de la vitroyevusa yue pue-
da relacionar todoa los heches conocidos y conciliaur las Jdistintas ex-

plicacionea propucatas,
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MATERIALES Y METODOS

Mading de Cultivo IEmpleados.

Extracto de malin agar (Malt extract agar Difco) .

Papa dextrosa apar (Potatoe dextrogse apgar Difco).

Ffioglicolato agar (Thioglycoiat Bouillen Merek mds agar Mevrehk en l1a

proporcién de 1.6%).

Atole de maiz al 20% (wasa de maiz 20 g agua destilada 80 ml. La ma-
sa de maiz fue comprada en un molino de maosa de maiz en la Ciudad de

~.México, También se usdé masa deshidratada marca Minsa al 10%).

Atole de maiz~-peptona (masa de maiz 20 g, peptona Difce 6 g, agua
destilada 80 ml),

Atole de maiz-extracto de levadura (masa de maiz 20 g, extracto de
levadura Difco 1 g, agua destilada 80 nl).

Atole de maiz-peptonp-extracto de levadura (masa de maiz 20 g, pepto
va 5 g, extracto de levadura 1 g, agua destilada 80 ml).

Atole de maiz coop NH4C1 al 0,5%.

Medio 776G de Fred y Waksuman (Allen, 1951; Ulloa, Herrera y de 1la
Lanza, 1971) tanto liquido como so6lido; en este ultimo caso se afa-
de agar purificado (ion-apar, Oxoid) en la proporcidn de 1,5%, glu=—
cosa 10 g, K HI'O 0.5 g, Mgs50 0,2 g, NaCl 0.2 g, Mn504. 4“20 trazas,
FeClS.Gﬂzﬂ trazas, agua destilada 1000 ml,

Medio 77G-masa (masa de maiz 20 g, medio 77G liquido de Fred y Waks-
man 80 ml).

Medio 778 liquido (sacarosa al 10% en medio 77 de Fred y Waksman ;
Toboada, lierrera y Ulloa, 1971).

Medio de Burk liquido y sdlido (este Ultimo covntiene ademés de las
sustancins que se indican a continuacion, ion-agar Oxoid, en la pro
porcion de ].5%). Se prepararon dos variavntes: una sin extracto de
lewadura y otra cou una pequefla cantidad de estn sustancia (Wilson y
Koight, 1952): sacaresa 20 g, KI PO, 0.2 g, KHPO, 0.8 g, Mgs0,.7H,0

2 2 4 2
0.2 g, Cas0,.2H,0 0.1 g, agua destilada 1000 ml, solucion Fe-Mo 1 ml,

4
extracto de levadura (Difco) (opcional) 150 me. La solucion Fe-ho
se preparo eun la siguiente proporcidn (0,1 mg de Fe y 0.1 mg de Mo/mI)

FeS()q.TlIz() 0.5 g, MoO,} (85%) 17.5 ug, agua destilada 100 ml,

Al medio 775 se le agregaron diferentes sustancias ev estudio que po-
driap actuar comwo faclores eu la [ijncidn de nitrdgeno ev una propor-
ciou de 50 a 100 mg por cada 20 wl de medio. Los aminodcidos fueron
adiciouados cn proporcioves variables desde 10 ug hasta 100 mg por

20 ml de medio, Las susta cias que se usaron aparecen enlistadas ep
el capitulo de resultados del presente trabajo,

Solucidon Detmer (pH7) (Bold, 1949): 2% fosfato monobdsico de potasio
72.5 ml, 2% foufato dibdsico de potasio 21,0 ml, 2% pitrato de calcio
140 ml, 2% sulfato de mapnesio 85.5 ml, 2% cloruro de potasio 85.5 wl,
0.1% sulfato férrice 19,5 ml, apua 6572 mi.,
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I1,- Cepas aisladas que se sometieron a la prueba de la reduccién del
acetilemno,

a,~ Cepas aisladas del pozol,
Bacterias,

1.~ Agrobacterium azotophilum Ulloa y Herrera.

2,~ Achromobacter pozolis Ulloa y Herrera.

3,~ Escherichias coli var, neapolitana.
4,~ Pseudomonasg sp.
Levaduras.

5,- Capdida krusei (Cast.) Berkhout,

6.~ Hausenula fabiapi Wick.

T.- Hanseoula pozolig Hermera, Ulloa y Fuentes.
Mohos.
8.~ Cladosporiuvu herbarum (Pers.) Link

9.- Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith

10.- Geotrichum candidum Link.

11,~ Trichosporon cutaneum (de Beurm,, Gougerot et Vaucher) Ota,

b.~ Cepa aislada del "cocollin".

1.- Phormidium tevue (Meveg,) Gom,

I1I,- Ivoculacidén e Incubacidén de los medios de cultive.

1.~ Todos los medios de cultivo fueron distribuidos ev frascos serolo-
gicos de 50 ml, colocando 20 ml en cada frasco, Estos se taparom cov
algoddn y se esterilizaron en autoclave a 120°C.durante 20 minutos.

2.- Los medios se inocularon con 1 ml de una suspevsién de microorganis
mos tomando éstos cou uva asa estéril de um cultivo jpuro en papa
dextrosa agar o extracto de malta agar,

3,- La incubacidn de todos los cultivos se hizo a 26°C, Los cultivos se
dividieron en dos series: 8) aerobios b) anaerobios, Los cultivos
ev avaerobiosis se incubaron dentro de frascos de tapdn de rosca, se
llados con cinta pldstica impermeable, covntevievdo en su interior la
siguievte mezcla reductora, en la cantidad de 35g para cada frasco
de tapon de rosca de 5 1 de capacidad: pirogalol 5 g, carbonato de
potasio 5 g, tierra silicea {Kieselgur G) 25 g.

4,~ Para el estudio de la fijacion de nitrdgevo woelecular por el complejo

biolégico llamado "cocollin", se pusieron 20 ml de suspensidu de al~
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gas libres de rot{ferns, crustacens y newatodos en frascos serolo-
gicos de 50 ml a los que se trato eu la forua descrita en el aparta-
do IV de Materiales y Mctodos, Veinte mililitros de cultive unialgal

de Thormidium tenue ewv medio Detmer (pH 7) se colocaron en frascos

serologicos de 50 ml y se trataron de ipual manera,
Bem Hn todhn los wasrve A6 1f6ubnPun sostreles Yepreseutados por wediwvs

sin ioocular,

IV.,~ Cromatorrafia ev Fase Gaseosa.

La pnitrogevasa rcduce, ademas del Nz, acetilevo, cianuro, d6xidos
nitrosoes, azidas y wmuchas otras moléculas con triple ligadura. Se hace
uso de las reacciones que cataliza la nitrogeoasa pura determinar su
presencia y estudiar sus caracteristicas. Las reacciones mis comiomente
usadas con cstos propositos son: formacion de amoniaco (Mortenson, 1961),
incorporacidén de 15N2(Burri9 y Wilson, 1957), reduccion del acetileno
(Dilworth, 1966; Schéllhorn y B urris, 1967; Hardy et al., 1968) y, fi-
nalmente, el desprendimievto de hidrdgeno dependiente de ATP (Burris,
1965).

En nuestras investicaciones hemos hecho uso de la reduccidn del ace-
tileno con formacidn de ctileno porque la cromatografia en fase ;aseosa

)
es un metodo fécil,'répido y con gran seunsibilidad (qulag) Y que puede
usarse en estudios in vive, in vitro e in situ,

Se¢ define la cromatografia como un método de separacion eun el que
la mezcla que va a ser separada se distribuye en dos [ases, una que es
movil y la otra estacionaria; la fase wévil percuela a través de la fase
estacionaria, La fase estacionaria, que puede ser sélida o Iiquida, se
distribuye sohre un soporte inerte, lo que le da uuva pgrav superficie., La
fase wovil puede ser liquida o gaseosa pero en pingun caso es miscible
con la fase estacionaria,

Se distinguen cuatroe tinos de cromatografia: Liquido-sélido, ligui-
do~liquido, gas-sélido y «as=-liquido,

En estie trabajo se usd la cromatografia mas-golido, o crovatosrafia
de adsorcion y nos limitaremos a describir brevemente cste método,

La mezcla por separar se pasa a través de upna columna lleva con la
fase estaciovnaria y es arrastrada por la fase mévil que puede ser helio,
nitrégeno, o cualquier otro pgas ivnerte. lLios compouentes de la mezcla se

separan debido a su diferente afinidad por la fase solida.,
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Las molaculas de cualquier sustancia sdlamente se muceven a lo lare—
go de la colunna cuando se encucotran en la Tase mévil, por lo tanto,
la velocidad de flujo de una sustancia serg proporcional a la cantidad
de sus moléc 'lag que esten prescutes en la fase movil, La velocidad de

L4 4
transporte sera wayor cuanto mayor sea la proporcidn del compucsto en

la fase movil, Lo el caso ideal, el estado de equilibrio se establece
en un tiempo infinitamente pequefio, la difusidn a lo largo de la colunpa
es degprecinble y la velocidad de flujo de la fase wdvil se supone cons-—
tante en toda la seccion transversal; hajo estas coudiciones las distine
tas sustancias de la mezcla se moverdu a lo largo de la columpba en bav-
das estrechas. Las condiciones ideales uvo se evcuentran en la practica &,
por lo tanto, las bandas se cusanchan Yy a mayor liempo de reteucion en
la columna, se aproximan a la forma de uma curva de distribucion de Gauss.
Los componentes de una mezcla aparecen uno despues de otro a la sa-
lida de la columna y se puedev regisurar por medio de un sistema detector
que puede ser de varios tipos. Iin nuestro caso se uso el detector de
hidrépeno, Eo este tipo de detector, las muestras eluidas nor cl.gns aca-
rreador se ionizan por medio de una {lama (hidrégeno + aire) y los iones
resultantes sov registrados por un olectrdmetro Yy graficados cn forma de
picos en el papel registrador, Este detector es sensible a los compuestos
orgdnicos y vo sensible a los gases inorganicos ni a los cambios de "Lempe
ratura,
La separacion de las sustancias depende de la temperatura, secciop
transversal y lovgitud de la columna, de la velocidad de flujo del pas
acarreador y, muy particularmente, del tipo de la fase estacionaria. De-
pevdiendo de la polaridad de esta Gltimu, los compuestos pueden ser sepoa—
rados de acuerdo coo su punto de ebullicidn o su estructura quimica, Lx-
perimevialmente se ha encovtrado que la mejor fase estacionaria es aqué-
lla de polaridad semejavte a las sustancias Gue se vab a separar,
El método usado por nosotros fue:
l,~ Cromatografo Aerograph modelo 600-D con detector de hidrégeno, aco-—
plado a mn registrador Leeds y Northrup modelo H,
2.~ Columna de vidrio de 5' x 1/8" rellenada con Chromogorb 104 (Johng-
Mnnville).

3.— Columna de vidrio de 6' x 1/8" reilenada govo-Porapak ¢ (Woters Asso-
ciates).

4.- GColumna de vidrio de 6' x 1/8" rellevada poo Porapak N (VWaters Asso-
ciates),

5.~ Gas acarreador usado; nitrogevo,

6.~ Condiciones de trabajo: Tewperatura de la columna: Chromosorb 104,
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35%C; Porapak Q y Porapak N 80°C; temperatura del inyector: 35°C °
para Chromosorb 104 y 100°C para Porapak q y N; Flujo de nitrogevo
28 ml/min; flujo de hidrdgeno 28 ml/min; flujo de aire 300 mi/min;

2
presion de euwirada 2 h/cm ; presion de salida atmosférica,

V.-Gases utilizandoss: acetileno, oxigeno y helieo de los disponibies en

el comercio,

n r + .
VI.-Mezcla de gases: a los frascos serologicos cou los cultivos se les

l,-
2.~
3=

traté couv los dos tipos sipguientes de mezclas de gases:

Aerobiosis: acetileno 21,6%, oxigeno 21,6%, helio 56.8%.
Annerobiosis: acetileno 21,6%, helio 78.,4%.

El tratamiento se hizo en la siguiente forma: el aire de los frascos
se desalojo con helio y en seguida se cerraron con tapones serologi-
cos de hule. A los frascos destinados a una condicion aerohia se les
extrajeron con una jeringa, 16 ml de gas y se les ioyectaron 8 ml

de oxigeno y 8 ml de acctileno. A leos frascos destinados a uona condi-
cifn avaerobia sdlo se les extrajeron 8 ml de pas y se les inyectq#on
8 ml de acetileno. Ep estas condiciones se mantuvieron todos los -
frascos a temperatura ambiente (alrededor de 25°C) o ewv estufa a 25°C.
De cada frasco de cultivo, tratado en la forma anteriormente descrita,
se extrajeron 500 ul, para delermivar en cl cromatografo la presencia
y la cantidad acumulada de etileno. Lo {rascos cov medio siv iunocu-~
lor se hicieron los mismos tratamientos iundicados y se analizaron

los gases para determinar la prescncia de etileno (fruscos testigos).
Para obtever los datos cov que se covstruyo la Grdfica 1 se prepa-
raron dos series de O frascos cada una. Unn serie se tratd en la for-
ma indicada para aerobiosis y oira serie en la descrita parn abaero-
biosis. Se vumerarop los frascos en ordev projgresivoe de mavera que

al frasco No. 1, de cada serie, se le extrajeron 500 ul de pas a las
24 horas de haberle agregado la mezcla de gases para debermivar la
cantidad de etilepno acumulado; a los frascos No, 2 se les exirajo

500 ul de gas a cada uneo, a las 48 horas; a los No. 3 a las 72 horas
y asi sucesivamente,

En ¢l cromatdprafo se annlizaron pgases tipos para determinar los
tiempos de retencion del acetileno y del etileno (en Chromosorb 104,
etileno; 42scp; acetileno: 135 seg. bo Porapak y, etileno: 120 seg.:
acetileno 120 sepg., Ev Porapak N, etilevno: 94.5 seg.; acelileno:

146 .4 seg).
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VII.- Densidad $ptica de los cultives de A, azotophiluum,

La medida de la absorbencia de los cultivos de A, azotephilum
se hizo en uo espectrofotometro pars ultravioleta-visible Per-
kip-kElmer 202, Se corrié el espectro eu teoda la ampiitud del
vigible y se selecciono la lougitud de onda de 600 om para hacer
lap compsvacioves., Se usé cabeta de 1 cmw y las lecturas se -
hicierov a las 8, 24, 32 y 56 horas de haker iveculado el medio
con 1 ml de uwn cultive de A, agotophilum incubado a 26°C durap
te 48 horas en wedio 775, A 20 wl de medio 775 en matraces -
Erleoweyer Je BO ml, se agregarou 10 ug/ml 4 0,05 mM/ml de cada
amivedcido que se probé, Ev el caso de la asparagiva, ademis de
les cantidades avteriores, se uséd la de 0,025 mﬁ/ml, per ser la

amida del aminodcide.



RESULTADOS Y DISCUSION

FIJACLON DI N, N kL POZOL.

Lo brabajos anteriores (Ulloa, llerrera y de la Lanza, 1972) se¢ ha
hecho refercncia al aumento covsiderable del conteunido del vitrdgeno to-—
tal en cultivos de microorganigsmos aislados del pozol, Debido a esto, se
deternine cual 0 cusles de esos microorganiswos erav capaces de fijar ni-
trégeno atmosfcerico molecular (Nu).

2

Primeramente se determind que el pozol matural tienc la capacidad
de reducir el acetileno a etilevo tanto ev couvdicones acrobias como anaerg
bias, siendo mds acentuado el fevndmeno ev la Gltima coudicidén. Posterior-
mente, se estudiaron oonce especles de microorganismos del pozol, las cua-
les habian presentado, eo mayor o menor grado, un cierto crecimicuto en
medios curentes o delicientes de nitrdgeno. De ellas, la dnica que redu-

jo el acetileno fue Agrobacierium azotophilum Ulloa y lerrera; por este

. . . ,
motivo, esla especie se ha estudiado con was detalle,

Se procedio a deterwivar la reduccidén de acetileno por A, azotonhilum

en difereutes medios de cultive; los resuliados se expresawn en la tabla 2,

TALLA 2

ieduccion de aceilileno por Agrobacterium azotophilwm eu difereutes
medios de cultivo.

quio de cultivo . . Aerobiosis Anaerobiosis
Atole + +
hA + +
77G + masa + +
Burk + +
Burk + trozasg de ext.lev. + +
775 + +
TG - -
776G npgar L -
Atole + peptona : - -
Atole + levadura : - -
Atole + peplooa + ext,lev. - -
Aiole + NU4C1 - -

Tioglicolatlo agar - -
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Sepiu los datos de la tabla anterior, nuaede deducirse que, los me-
dios gue coptuvieron masa, pero vo peptova ni extracto de levadura favo-

recioron la reduccidn del acetilevo a etileuno por A, azotophilum, De los

medios muy pobres o deficientes ev mitrogeno, el de Burk, tanto cou tra-
zas de extracto de levadura como siv ellas, permitid la reduccidn del ace-
Lileno; eu tanto que en lus medios 77G liquido y 776G agar uo hubo produc—
cidn de etilenc co lous cultives correspondientes. En el medio de papa -
dextrosa acar (PDA) se repisird medinna produccion de etileno en los cnl-
-LiVOS, menor gue en el wedio de Atvole; e¢u todos 1os medios con up alvo
contenido de nitrdgeno provenieote de otros materiales Giferentes al maiz
se inhibidé la reduccidn del acetileno, Taubién se encontrd gue la reduc-
¢cibn del acetileno ge inhibe si se arreca peptona y extracto del levadura
el medio de atole de maiz y se iwvocula con pozol.

Se comprobd que cuando hay reduccidn de acetvileno Unicamente se pro-
duce etilevo y wo etano. No aparecid pico de etano en los cromatogramas
que se obtuvieron cou las diferenteé columnas usedas.

©l atole de maiz fue el medio eu donde se nrodujo la reduccidn del
acetileuvo con wayor constancia e inteusidad ue en los otros medios proba-

. . N ’
dus, Lg precisamenle el pozol (que se prepara Con masa de mwals) cl me=-

P o - . F - .

410 vatural de A. azotophilum, lo que explica la wmayor reduccidn de aceti-
r .‘ . 1

Leuvo eu ¢l atole de maiz, Resultados semejantes han sido renortados vor

Kleveonskaya (1968), para ciertas cepas de Micrococcus, Myvcobactieria y

- .. r . ’ . .
y UIseudoronas, que fijan mag nilrdgeno ev su wedio natural ijue en medios

artificiales,
- ) .’ R Lor , .
Se procedio & estudiar la acumulacidv del etileno en el transcurso

' . - . . ’ -
del tiempo en cultivos de A. azotophilum en atole de masa de ale, Se

0 3 . + - o .
hicieron varias determivacioves de etilevo, de las cuales s0lo anotumos
¥ . . [ .
el resultado de uno de los experimentos eo la grafica 1, debido a (ue
los dantos de los otras ivvestigaciones efectusdas fueron comparables a
’
este.,
L. s - . . .
cu da grafica 1 pucde observarse qoe la actividad del sistewa de la
nitrosouasa es mayor en anaerobiosis que ev aerobiosis, resultados ue

«covcunerdan con los registrades rara Klebsiclla aerogenes, y ouros microor-

gauismons (Kaliniuskaya, 1968; Pengra y Wilsoun, 1958).
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Es uotable que en la primera condicién a partir de las cien horas de
incubacidén hubo un sensible numento eu la produccidu de etileno que dis—
minuydé despues de las ciento cincuenta horas;esto Ultimoe posiblemente se
debiuv ¢ que, ademds de la menor produccién de etileno, se acumulau oiros

pises producto del metabolismo de los micreorganismos, tales cowo Cu_, lo

que hace que dismibuya ka conceniracion de etileno ev la muesiura que se
inyecta al cromatografo. Ln aerohiosis, el aumento en la produccion de
etileno vo fue tan votable por otra parte, el descenso en Ia curva fue
muy leoto,

. . P ‘
Tavto el pozol como la masa de maiz ivoculada cov A, azotophilun

- r r B . # . F P
se analizo por el metodo deserito parn ver si habin produceion de etile-
B , . ’ .
no, Se busco etileno por cromatografia ev fase de vapor en el ailre couie

nide ewn frascos con: pozol con atmasiera de hetio, pozol cou aire, nozol

con aire y acetileno, masa ivoculada con A. azotophilum con airve, con
nelio y con aire y acetileno, En pinguno de estos frascos fue detecia-
do etilevo, lo gue demuestra que el etilevo evcouirado es el que se
forma coma resnltado de la reduccidn del acetileno. Se puede asegurar

que tanto la flora del pozol como A. avotophilum fijan N_.

Al

il hecho de que ep medios cown peplowva y con extracto de levadura

N, azotophilum no redujera al acetileno, probablcemente sea debido a gue

en estos medios de eucuentra vitrogeno como NH, que ha sido reporiado



por varinsg aulores como ivhibidor de la fijacidn e nitroceno (Wilsoun
et aly, 1943; Ramen y Gest, 1949) en ULros LICIVOrEanisnos,

Con el objeto de eucovtrar las sustancins que Luvierau accion iunhibi
dora sobre la fijacion de vitrogeno, se investivo ou primer luvar el we=

. L . _,.I.“ .
dio minimo parn el desarrollo de A, aroitonhilum, habicodosa cuvonenda

que el wmedio minimo 77 de [red Yy Wakswan coun sacarosa (775) Tue el uds
adecunado para obgservar la accion de diversas sustancias e¢o ia [ijacidn

de nitrdgeno por dicho microorganismse, Se EVNSAYAron tambico los wedios due
Burk y de I'red y Waksman cov otras fuentes de carbono aiferentes a la sa-
carosa y que fueron: etanol, mavitol y glucosa. Se observae que cou las
dos primeras sustancias vo hubo fijacion de vitrdreno {reauccidn e sce—
Lilenn) eu las primeras 24 horas y cou la \ltima la fijncién fue wenor
ue con sacarosa,

Al medio 775 se le apregaron las sustancias en cgtndio, que podrlan
actuar como factores limitantes, en una provorcion de 50 a 100 wi por ca-
da 20 wl de medio, bos aminodcidos L-acido plutimico, bh-dcido clutidmico,
L—dcido aspirtico, DL-dcido aspartico, L-alauina, v-alaniva, v-alaniuva y
DL-=alanina fueron adicionados en proporcioves variables, Jdesde § mg por
20 wl de medio hasta 100 mg por 20 ml de medio,

Lo la tabla & se indican los los resultudos outeuidos afauiendo ul
medio wia cabtidad fija de la sustancia eo esiudio (50 mg co el caso de
las substaoncing nraéuicna y 20 mg de las substbtancias inoraﬁnicns), Jado
el interés que tieveu los acidos glutamico y aspdrtico co ¢l proceso de
la fijacioun del N2' eatudiamos la accion de dos forwas opticas de cada
uno de ellos en diferentes concentracioves y los resultados se expresan
en las Tigs, 2 y 3.

Por se A. azotophilum una bacteria anaerobin facultativa, estudlamos

tambieén la accion de diferenies tensiounes de oxivens duravte la reduccion
del acetileno, Los resuliados se congipguvan en la [ivura 4,

lis interesante anotar que ev unes culLivos de Ay azotophilum ev medio

de 775 a lng que bilndimos acetileno tanto en aernniosis como eb avaerobio-—
- r - -

si18 y doode se habia producido etileno, se reemplazaron csos fases por
lielio hasta no encontrar etilena ni acetileno, En estag condicliones, a4 utos
frascos agregamos cloruro de amonio, a otros glicina y a tlodos ucetlileno;

S . . - ’ \ - .
pudimos detectar In presencia de etileno 12 horas despues de que afadimos
el acetileno,

De los resultados anotados en la Tabla 2, es iutercsante comentar Geoe

. P A - . . A . r
los sistemns enzinaticos para la fijacion de N, en A. azotophilum, tambiewu
L]
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TABLA Ne, 3

Aerobiosis Anasrchiosis

t

Cleruro de amonio
Nitrite de sodio
Nitragto de sedio
Hidroxilamioa
Tioeglicolato de sodio
Mezcla de amimodcides {de les
aquf avotados)
Glicioa
DL-dcido aspartico
D-ficido aspartice
DL-decido glutdmico
Ledcido glutdmico
L~prolina
Dlw=glicina
bL-alaoina
L-alanina
Vealaviva
L-asparagine
L-histidioa
PL=-tirvsiva
Pl-metionivea
Dl=leucioa
L-leucina
bl-isoleuciva
DL-triptofano
Pl-fenilalanina
Trifesfato de adenosima (ATP)
Extracto de levadura™
Peptona¥

S I T (N I I |
! [ O A |

L B O B K B AR BE N NN DN N RN D O R T N A

+E e E

thia . 775

-~ No hay reduccion de acetilene

+ Hay reduccidn de acetileuno

* May poca reducecidn de acetilevo a la conceniracidn usads,

*¥% Herrera y Taboada, 1972,
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TABLADNo,. 3

Aervbiosis Annerebiosin

Clorure de amonio - -
Nitrito de sodio - -
Nitrate de sedie - -
Hidroxilaniva - -
Tioglicolate de smodio - -
Mezcla de amivodcideos (de los

aquf avotados) - -
Glieion - -
Pl-acido aspartico - -
Dedgido ampartice - -
bl—doido glutamice - -
L-deido glutdmico - -
L-preliva - -
Dl.-«-glicilm - ™
Vi=alaniva - -
L-alanina - -
D-alavioa - -
Leasparagioa - -
L~histidioa - -
Dlh-tirosiva +* +
Dlh-tietioniva + »
Dheleucioa + »
L~leuciva * *
Phmisoleuciva + +
Pl-triptoface + +
Vl-fenilalaviva + +
Prifosfato de adeunesina (ATP) + +
Extracto de levadura™ + +
Peptopa + *

-~ No hay reduceion de acetileve
+ Hay reduccidn de acetileno

* lay peca reduceidn de acetilewe & ls covcentracion usada.

*% Harrera y Taboada, 1973,
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son ivhibidos por substancias nitrogevadas, como ha sido recisirado para
otros microorganismos (Pengra y Wilson, 1958), Alguunes de los amivodcidos
probados, no ivhiben la reduccion de acetilevno, aun a concentraciones de
50-100 mg/20 ml de wedio. Pensamos que esto es debido a que dichos aminoa-
cidos no eotrab a la célula, como en el caso registrado por Yoch y Peﬁgra

(1966) para la isoleucivna, en Klebsiells pneumeounise. be los amivnodeidos

. . -’ . N r . r .
que inhiben la reduccion de acetileno, eo particular los acidos clutamico
’ . » * . F . ’ .
y aspartico,dicho fevomeno depeude de la concentracion del amincacido end
. - . ’
el medio: hay concevliracioves (mevores de 25 mg/ZO ml de medio) en las cué-
. . ” . . - F .
les la presevncia del amionacido estimula la reduccion uel acetileno y con=-
. . . . ' ’ . . .
centraciones mavores que la ivhiben (Figuras 2 y 3). Lsto ultime iudica
. L4 4 . . . . F .
que hay amineacidos que pueden servir, conjuntamente con el hz atmosferi-

. ’ .
co, como fuentes de nitrogeno para A, avoiophilum,

Log resultados covsipgnados ev la fizura 4, indican gue tensioncs altas

. . - - . .
de 02 inhibeu la reduccion del acetileno en A. azotophilum, lo que supgie-—

re, qomo sefialan Parker y Scott (1960) en Azotobaocter vinelandii, que el

O2 y el N2 compiten como aceplores finales de hidrégeno en el proceso de
fijacion de Ng.

El hecho de que una vez iviciada la fijacidn de Nz (reduccidn de
acetilono) no sea inhibida al agregar sales nitrogeoadns o glicina indica
que la nceidn de la nitrezenaga ng es inhibida por esias supsiaucing, lo

que esta de acuerdo cop lo que registran Stravdberg y Wilson (1968) para

A, vinelandii; probablemente lo que sucede es ue las substancias nitro-

. y 4 - - . .
genadas inhibeou la siotesls de vueva vitrogenasa como lo indican Mahl y

Wilson (1067) para K, pveumnoniae; por egte motivo no encountramos reduccion

cuando inoculamos, cov A, azotophilum, un medio ue covtiene estas subsian-—

cias nitrogenadas.,

. . . . L . -
En K, poneumoniane han demostrado que diferentes aninocacidos cun dosis

muy pequefins, 10 uy, afadidos al medio de cultivo wo inhiben la [ijacion
de nitrégeno molecular (Yoch y Penpra, 1966).

A 20 ml de medio T75 en malraces lirlevmeyer apregamos las cantidades
de amivoacidnsg descritas en materiales y métodos. A los modios ai prepa-
radog les determinamos el crecimiento del cultive medianie el urado de
abgorhevcia y tamhién la reduccion del acetilenn a etileno, con ohjeto de
investicar el efecto de diversos amivodcidos sobre la fijucidn de nitrdge~

vo en A, azotophilum adicionando a up medio minimo de cultivo libre de N

L)‘l
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diferentes covcentraciovnes de los misnos,

La figura ® muestra la diferevecia que hay ev el ¢recimienio del cul=
tivo usando medio T7S tvicamente (testigo) y medio 775 cov uv aminovacido,
Iodemo- - aprecinr que la fase log se presenta ecv el lapso de 32 a 70 horas;

e nl medio eon mlanine hiecimos la medicion de la absorbenein lanio en

coudiciones de acrohiosis como de apaerobiosis, enconiramos que 0o habhia
diferencins considerables, vor lo que el estudio de los otros aninodcidos,
usados ev este trabajo, solo lo hicimos en aerobiosis. Lo la misma figura
cstéa indicado tambien el efecto del triptofavo sobre el crecimiento del
cultivo.

io la tabla 4 estan covcentrados los datos de otres experimentoa en
dounde comparamos la formacion de etileno y la absorbencia del ¢ liaivo
(pD.0.) a las 8, 24, 32 y 56 horas de haber afladido el indculo. Podemos
deducir que, eun general, las dosis de 10 ug de aminodcido no iunhiben la
reduccion del acetileno y, por lo tanto, la fijacion de Nz, gino gque por
el contrario, siempre fue mayor que la del Lestigo exceplo en la DLemetig
vina y, vo ohstante, el crecimieonto de 1o colonia no es mucho mayor ue
el del testipo, Bsto pos permite cooncluir que eo estas dosis hay tavto fi-
jacion de N2 comn utilizacion de aminoacidos, tal cowmo lo comunican otros
autores (Yoch y Penpra, 1966) .

Lns. dowis de 0,05 mM/ml iohiben lan fijacion de Ng y, rer ¢l contrario,
aumenta notablemente la densidad optica del cultivo, hsto 30 ilustiramos
con la asparagina: dosis crecicotes de estle compues to tienen elccto 1over-

so en la fijacion de N, y en el crecimicoto de lo colovia (fi;ura 6)., Por

2
otra parte, la isoleuciva y la metionina a dosis de 0,05 mdi/wl no tienen
efecto pronunciade sobre el crecimiento del cultive y, eu canmbio, aumentian
notablemente la fijacion de N2' Con la isoleucina, la fijacidn de Nz es
e¢stimulada auvn a dosis de 0.05 mM/ml concentracion a la cual, cop otros
aminoacidns, aumenta la deosidad optica del cultivo y se iphibe la fijacion
de Nz. Con la melioniva, do hay fijacion de N2 ni aumento ¢n la dewnsidad
optica del cultiveo a dosis de 10 ug/ml, en combio, a la dosis de 0.0ﬁnm/ml
po hay aumevnto en la densidad optica del cultivo pero a1 hay incremento

e la [ijacion de Ng (tabla § y figuras 7 y 8).

Por los datos obtenidos, pensamos gue tanto la isoleucina como la me-
tionina no son utilizadas en la multiplicaciév de los individuos de la co-
lonia, vo ohstante su efecto favorable en la fijacion de NB que, en ¢l ca-
g0 d¢ la metiepion solo se manifiesta a dosis altias, Segno esto, qucdnria

por ser aclarado cual es el destivo de las substanciag producidas como cou-—
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y la coovesiencin de agregar la o las algas fijadoras de vitrégeno eo
cultivos de arroz lo cual ser{a una wamera de agregur vitrdgeve al aue-
lo en una forma barata,

Se ha logrado obtever el cunltivo umialgal de I, tenue eu medio
Detwmer (Ortega, 1972). 20 ml de este cultive se trataron cowe iundica-
mos #p materinles y métodop purs avalizar gases ep eromatoprafia ou fa-
n# de varor, No se encontrd reduecidv del acetilemo, y por le tavto uo

es esta nlya la respoosable de la fijacidn del N, por el “coeollio”.
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TIJACION bl N2 EN BL TBSGUINO Y L 2ULQUL.

., . PR . .
K1 "tesginivo™ es uoa bebida aleohiolica prevarada por fermentdclon
4 . , Ay + . .
de granng de malz germivados (Zen miys bej, propia de los juvdios Turahu

. - ’o ., .
maras ftel Hetado de Ghihuahua, Mexieo, aunnque as tambien cousumida,

. . - - £ . £ : )
yrincipalmente por la.noblacion indigena, en olLras ieyglones del oeste
I | 1 - ’ )
’ . N - . ’ .
de México. B1 "pulque" es tambien una bebida alecoholica, pere es pre-
. F . - * .
parada por fermantacion del apuamiel o secrecion azucarada del maguey

. . . ; -,
(Agnve alrovirens harw.) y e8 covsumida, peneralmeunie tambien por la

poblncién indigena, en la porte cevtral del pa{s (Sanuumar{a, lQSO).

Se encoutrd fijacion de vitrogeno (Uerrers, 1973), taoto euv aerobio-
sis como en anaerobiosis, ep una muestra de tesguino de Yerba Bueoa,
Barravca de Batopilasg, Chihuahua, México, y eu muestiras de pulque pro-
cedente de Santa Rosa, Méxice DI, I'.

T fijucién de vitrogevo, tavto por los microorganismos del tespliino
como del pulgue, ocurrio en las siguientes coudicioves experimentales:
en matraces Brlevmeyer de 50 wml, covteniendo cada upno 20 ml de uua sus=—
pensido de harviva de maiz al 10k (marca Minsa) o 20 wl de medio de Burk,
carente de nitrégeno, y esterilizados en el autoclave durauvte <0 wivu-
tos a 120°C, se inoculo por duplicado tesguino o pulque, utilizando uua
asa microbiologica de 3 nmm de diameftro; se incubo T2 horas, se apresd
eptonces la mezcla de pgases y se hivo el aunligis de la reduccidn de
acetileno a etileno por cromatografia ev fase de vapor siguiendo el e
todo descrito ep Materiales vy Mctodos.

$e considera de interés el haber encontrado microorganiswoes {1ijado-—
res de pnitrdgeno en las muestras de tesguino y pulque estudiadus, ya
que, de los alimentos o bebidas ferweniados, stlo se covociu cste fecuno-

meno ea el pozol y eo el cocol de agua,
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