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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia el desarrollo de una cepa de Azospirillum brasilense Az 39
bajo diferentes condiciones de medio y operacion. Las experiencias fueron realizadas en la
escala de frascos agitados y en termentador de laboratorio con agitacion mecénica y control de
pH. Empleando un medio que recomienda la bibliografia, se estudié la influencia de: la
naturaleza y concentracion de fosfato, concentracion de extracto de levadura y de fuente de
carbono, con y sin control automatico de pH. Empleando un medio que céntiene (g/1): acido
mélico, 10; extracto de levadura, 4; (NH4H2HPO4 , 6; MgS047HD, 0,02; NaCl, 0,01;
CaCl22H2, 0,02; Edta-Fe, 0,0164 y una solucion de micronutrientes, y operando en
fermentadores con control automatico de pH se produce un notable incremento en la concentra-
cion de biomasa, alcanzandose valores de 2.100células viables/ml a las 48 horas de proceso.
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CELLULAR GROWTH OF AN Azospirillum brasilense Az 39 STRAIN UNDER
DIFFERENT OPERATIVE CONDITIONS

SUMMARY

The cellular growth of an Azospirillum brasilense Az 39 strain under different operative
conditions has been studied. Experiments have been carried out with both shaked erlenmeyers
flasks, and mechanically stirred laboratory fermentors with a pH control. Using a medium
recommended by literature, the influence.of phosphate nature and concentration, yeast extract
concentration and carbon source concentration, with and without automatic pH control, have
been selected. A culture medium containing (g/1): malic acid, 10; yeast extract, 4, (NHA2HP04
,6; MgS047H2, 0,02; NacCl, 0,01; CaCl22H2, 0,02; Edta-Fe, 0,0164 and a solution of
micronutrients has been used. In experiments performed in fermentors with a pH automatic
control, a remarkable increased of biomass concentration is obtained. Values of 2.100viable
cells/ml have been obtained after a 48 hours process.
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INTRODUCCION al, 1987; Gamo et al, 1991; Goebel, 1984;
El cultivo de cepas del genero Azospirillum ha ~ Hartmanne/tf/., 1987; Lohetal,, 1984;Magalhaes
sido estudiado por diversos autores (Albrechtetal,  etal, 1983; Mukherjee etal, 1987; Okon etal,

1980; Bashan, 1986; Berge/a/., 1980; Bergensen, 1991; Westby et al, 1983; Westby, 1987 and
1980; Das et al, 1983; Dobereiner et al, 1987,  Wonge/a/., 1979). En el desarrollo de las mismas
Eskew etal, 1977; Fagese/tf/., 1991; Ferreyra et se utilizé principalmente acido malico, como fuente
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de carbono. Laconcentracién de microorganismos
alcanzada con estos medios fue de 109 células
viables/ml. En cuanto al disefio de los medios se
encontraron dificultades fundamentalmente en lo
que se refiere a la evolucion del pH en relacién al
crecimiento celular. Segin las consideraciones
anteriores, en el presente trabajo se estudié en una
primera etapa, el desarrollo de un medio en la
escala de frascos agitados donde se consideré la
influenciade laconcentraciéon de fosfatos, factores
de crecimiento y del agregado de fuente de carbono
al inicio y durante el proceso. Posteriormente, en
escala de fermentadores de laboratorio, operando
el sistema para condiciones que satisfacen lanece-
sidades respiratorias de las cepa y empleando un
medio seleccionado en erlenmeyers en agitador
rotatorio, se realizaron experiencias con un siste-
ma de control de pH a fin de poderregular su valor,
con el propoésito de incrementar la concentracién
de biomasa del medio de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo: Los experimentos se realizaron
con una cepa de Azospirillum brasilense Az 39, sumi-
nistrada porel Ing. Enrique Rodriguez Caceres. IMY ZA.
INTA Castelar. Prov. de Buenos Aires. Es de destacar
que esta cepa hasido utilizada en ensayos de inoculacién
a campo con resultados promisorios en trigo,
obteniéndose un incremento en la produccién del 20 %
y en ensayos con Setaria itdlica el aumento observado
fuedel21 % .(Rodriguez Caceres etal., 1992; Rodriguez
Céaceres, comunicacion personal; Di Cioccoetal., 1994).

Esta cepa fue repicada en tubos con agar inclinados
en el medio base (Cuadro N° 1) y conservada en
heladera a 50C. Ademas se desarrolld la cepa en medio
liquido y la suspensién fue congelada en alicuotas en
tubos adicionados con un 20 % de glicerol (Balatti,
1992).

Medios de cultivo: En una primera serie de expe-
riencias se utilizaron los medios 4y 5 (Cuadro N° 1) que
corresponden a los seleccionados por diferentes espe-
cialistas (Bergey, 1984; Rodriguez Caceres, 1982;Krieg
y Dobereiner, 1984), sobre los mismos se hicieron
modificaciones en lo que concierne a naturaleza y
concentracion del buffer, concentracion de la fuente de
factores de crecimiento y forma de agregado de lafuente
de carbono (al comienzo y durante el proceso). Todos
los medios fueron llevados a un valor de pil 6,9 con
acido sulfarico 0,1 N antes de esterilizar.
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En los estudios realizados en termentador con agi-
tacién mecénica utilizando el medio seleccionado en la
escala de agitador rotatorio, se condujeron procesos con
y sin control automético de pH.

Crecimiento Celular: Se evalu6 el crecimiento
celular utilizando el método de dilucidén en serie (Koch,
1981) empleando el medio 3 (Cuadro N° 1).

Condiciones de Operacién: Los in6culos se pre-
pararon a partir del medio 1(Cuadro N° 1) con 50 mlde
medio en erlenmeyers de 250 ml. Se sembraron con
anza de platino proveniente del medio agarizado man-
tenido en heladera. Los procesos se iniciaron con 10 %
de transferencia en erlenmeyers de 500 ml con 100 ml
de medio. Para el desarrollo de los mismos se utiliz6 un
agitador rotatorio de 250 r.p.m. y 2,5 cm de excentrici-
dad en cdmara de cultivo climatizada a 28° C. En todos
los casos los medios de cultivo fueron esterilizados en
autoclave a una temperatura de 121° C durante 20
minutos.

La siembra del proceso en el termentador, fue
realizada por medio de una bomba peristaltica, mante-
niendo la relacion de transferencia del 10 %, aseguran-
do una concentracion inicial de 107 células viables/ml

Se utiliz6 un termentador con dos turbinas de cuatro
paletas cada unay undiametro de 8 cm, separadas 18 cm
entre si; una de ellas se empled como rompedor de
espuma, el didmetro del frasco fue de 15 cm y la altura
de 35,5 cm. El equipo poseia4 cortacorrientes de 1,5cm
de ancho. La coneccién a monitores permitié obtener
medida de pH por medio de un electrodo esterilizable
marca INGOLD y control poragregados autométicos de
acido o alcali por medio de bombas peristalticas, en estos
ensayos se hicieron agregados periddicos de unamezcla
de acido malicoy sulfarico. Dichamezclacontuvo 12,5 g
de &cido maélico con el fin de completar 10 g/1 de fuente
de carbono en el medio de cultivo y 100 ml de acido
sulfurico 2N. Ambos &cidos proveen los mi Jjequivalentes
necesarios para neutralizar el medio de cultivo durante
el proceso fermentativo. La presidn parcial de oxigeno
disuelto fue medida por un electrodo Ag-Pb y el control
de espuma se realiz6 mediante el agregado automatico
con bomba peristaltica de emulsiones de silicona A.E.
33. El volumen de medio de cultivo en cada experiencia
fue de 2,5 litros, el pH regulado a 7 antes de esterilizar
y la temperatura mantenida autométicamente a 28° C
durante el proceso.

Los procesos en termentador fueron conducidos a
350 r.p.m. y un caudal de aire de 1 1lmin. Estas
condiciones fueron elegidas para satisfacer los requeri-
mientos de oxigeno de la cepa, cuyo valor de consumo
especifico determinado por el método de Warburg
(Umbreit, 1972) fue de 60 mi de 0 2g.h. La velocidad de
absorcion de oxigeno que se determiné en frascos
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agitados y en termentador para las condiciones utiliza-
das, aplicando el método del sulfito, estuvieron en el
orden de 500 mi 0 21.h; (Cooper €t al., 1944).

RESULTADOS

Influencia de lanaturalezay concentracion de
fosfato

En experiencias preliminares y empleando los
medios 4y 5 (Cuadro N° 1) se observo que el pH, en
procesos conducidos en erlenmeyers, tenia una evo-
lucion hacia valores muy alcalinos. (9,5-10),
alcanzandose niveles del orden de 3,108 células
viables/ml a las 48 horas de proceso. De acuerdo con

estos resultados se hicieron nuevos experimentos
donde se modificé lanaturalezay concentracion de
fosfato, reemplazando los 6 g/1 de K2HP04por 6 g/
1de (NH4H2HPO4 En estas nuevas condiciones,
empleando ese medio, laevolucion de pH no superé
valores cercanos a9, obteniéndose ademéas un peque-
fio incremento en la concentracidon celular, 5,108
células viables/ml.

Influencia de la concentracién del extracto de
levadura

Utilizando el medio modificado en su capacidad
buffer, integrado el mismo por KH2P04y (NH4
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H P04, se realizaron nuevos experimentos donde la
concentracion inicial del extracto de levadura del
medio 5 (0,07 g/l) fue elevadaa 1,4 y 5 gl/l.

Los resultados se muestran en la Figura 1 Se
observa que existe unaevolucion de pH todavia mas
favorable con valores maximos al final del proceso de
8,5; alcanzdndose concentraciones del orden de
1,109 células viables/ml a las 48 horas de proceso.

Influencia de la concentracién de la fuente
de carbono

Utilizando un medio modificado en laconcentra-
cién de fosfatos y con laadicion de 4 g/l de extracto
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de levadura, se hicieron experiencias con diferentes
concentraciones de &cido malico, las mismas fueron
de 5, 8y 10 g/l. El agregado de mayor cantidad de
acido mélico favorece el desarrollo de una mayor
concentracion de células (Figura 2).

La adicion del acido malico se realizé ya sea
agregando toda la fuente de carbono al comenzar
el proceso o durante el desarrollo del mismo. La
concentracion final alcanzada fue del orden de
1,10 Dcélulas viables/ml a las 48 horas de proceso
y similar en ambos casos. Es importante destacar
que los valores de pH no superaron el valor 8,5
durante el proceso.
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Desarrollo de procesos con control automa-
tico de pH

En la figura 3 se presentan los resultados
obtenidos en un proceso con control automatico de
pH. Se observa que cuando se controla el pH en un
rango de 7-7,5 se produce un incremento en la
concentracion de biomasa, alcanzandose a las 48
horas valores del orden de 10 0células viables/ml.

En procesos conducidos en fermentador, en las
mismas condiciones, sin control automatico de
pH, la concentracién final fue inferior a 8,109
células viables/ml.

DISCUSION

Analizando los resultados que corresponden a
experimentos preliminares de desarrollo de célu-
las utilizando los medios 4 y 5 recomendados por
la bibliografia (Cuadro N° 1), los bajos valores
alcanzados, inferiores a 3,108 células viables/ml,
se debian relacionar con los altos valores de pH que
se alcanzan ya a las 36 horas de proceso. En
cambio, cuando se reemplazaba el K2HPO04por
(NH42H P04, laevolucion del pH erahacia valores
menos alcalinos, esto traia aparejado un incre-
mento en la concentracién celular. Ese comporta-
miento del pH de este medio podria ser atribuido
a que existe un consumo selectivo del i6n amonio
lo cual se traduce en una mejora del proceso.

Por otra parte si se considera la Figura 1, se
observa todavia que el incremento de la concentra-

cion de extracto de levadura a niveles de 4 g/l
producia un efecto favorable en la obtencion de
biomasa, lo cual puede ser atribuido a que el
microorganismo pueda utilizar algunos aminoéacidos
0 vitaminas en mayor disponibilidad, esto también
conduciria a que el pH del cultivo evolucione a
valores menos alcalinos.

Si se analizan los resultados de la Figura 2
surge claramente el notable incremento celular
que se obtenia cuando la concentracién de acido
malico era duplicada, alcanzandose valores del
orden de 1,10 0células viables/ml. Es de destacar
que laevolucion de pH para esos desarrollos esta
dentro de los valores aceptables que permiten
todavia un buen crecimiento.

Si se consideran los experimentos realizados
en fermentador, la evolucién de la concentracién
de oxigeno disuelto nos esta indicando y confir-
mando que no existia limitacion durante el proceso
(Drew, 1981). Por otra parte, el sistema de sumi-
nistro de la fuente de carbono (&cido malico)
durante el mismo, junto con la solucién de acido
sulflrico, establecian condiciones favorables que
se traducen en el aumento de la concentracién
celular, manteniéndose el pH en valores cercanos
a laneutralidad. Como era de esperar lautilizacion
de un sistema de control automético de pH repre-
senta una técnica segura para poder determinar
rangos de esa variable que pueden permitir un
mejor crecimiento de la cepa evitando anormales
variaciones que se deben al metabolismo que se
producen en los medios cuyo control no se realiza.
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