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INTRQDUCCION

Entre las fuentes de proteínas vegetales interesa 
destacar la importancia de las leguminosas, capaces de 
sintetizar sus proteínas, aun en suelos pobres en compues
tos nitrogenados, utilizando el nitrógeno atmosférico 
mediante la acción de ciertas bacterias pertenecientes al 
género Rhizobium.

Cada especie de leguminosa requiere su cepa efectiva.
Las bacterias penetran a través de la raíz y producen 
nódulos característicos que contienen grandes cantidades 
de microorganismos en forma de bacteroides, los cuales, 
en simbiosis con el vegetal, transforman el nitrógeno 
atmosférico en componentes intermediarios para la síntesis 
proteica. En ausencia de dichas bacterias las leguminosas 
requieren para su crecimiento el nitrógeno del suelo en 
forma similar a otras plantas no leguminosas. Se ha esti
mado que algunas variedades son capaces de fijar de 200 a 
400 kilogramos de nitrógeno por hectárea, lo que equivaldría
a adicionar cantidades superiores a 1.200 kilogramos de

(1 )nitrato de sodio en igual superficie • El habitat natural 
de estas bacterias es el suelo, pero no siempre están 
presentes en el suelo, o no se encuentran en él las cepas 
especificas para la leguminosa a ser cultivada. En estos 
casos se hace necesaria la incorporación de las bacterias 
a los cultivos, lo que puede lograrse mediante técnicas 
relativamente simples. La necesidad de suministrar artifi
cialmente dichos microorganismos ha conducido al desarrollo 
de la industria de los inoculantes.

Estos hechos son de relevante importancia, ya que mejo
ran el rendimiento de la producción. La inoculación de 
leguminosas tiene un significado especial, principalmente 
en aquellos países que son deficitarios en proteínas,



pues hace posible obtener variedades oomestibles de legu-
minosas, las cuales son fuente de aminoácidos esenciales.
Por otra parte, constituyen una forma indirecta y positiva
de mejorar los suelos, y en consecuencia los forrajes, lo
cual se traduce en un aumento de la producción de leche y(2)carnes •

Las especies de Rhizobium pueden clasificarse en dos 
grupos, teniendo en cuenta la distinta velocidad de oreci- 
mlentoi especies de crecimiento lento y especies de creoi- 
miento rápido« Kntre las primeras podemos mencionan lihizobiuá 
japonicum y Kliizobium lupini y entre las ílltimast Rhizobium 
la^mminosarom« ¿Üiizobium meliloti« Rhizobium phaseoli y 
Rhizobium tripholii« in ¿;dneral, estos mioroorganismos 
utilizan para su oreoimicnto polialcoholes, monosacáridos 
y disaoáridos como fuentes de carbono y aunq̂ ue algunas cepas 
son cax>aoes de utilizar trisaoáridos no metabolizan el 
almidón« 3x bien pueden fijar el nitrógeno atmosfórico, este 
fenómeno tiene lugar sólo cuando se establece la simbiosis 
con el vegetal« Exi cultivos in vitro es necesario incorporar 
al medio ima forma asimilable de xiiti*ógeno para lograr el 
desarrollo del mioroorganiamo« Estas bacterias son oapaoes 
de crecer en medios q,ue contienen sales de amonio, pero los 
mayores rendimientos celulares se logran empleando medios 
que llevan en su oomposioión aminoácidos de bajo peso 
molecular y ciertos factores de creoimiento^^^* ^^^«

^  general los Rhizobium se incorporan a la especie 
vegetal a travás de inoculantes« Existen diferentee mátodos 
de produooiÓn de inoculantes para leguminosas« Uno de los 
de mayor apliaaoiún en esoala industrial consiste en el 
desax^rollo de la oepa de Rhizobium en un medio liquido y 
la posterior impregnación de un soporte con la suspensión 
bacteriana obtenida« En la preparación de un inoculante 
debe tenerse fundamentalmente en cuenta, entre otros cuspeotos.



la diaponibilidad de un medio de oultiro oorreotamente 
balanceado para la oepa a deearrollarg y el eetableoimiento 
de oondioionea de operaoidn (¿ue permitan obtener oaldoe 
oon alta oonoentraci6n celular para aer utiliaadoa en la 
impregnación de aoportea«

Como en todo proceso fermentativof el ix lX o del mismo 
depende fundamentalmente de la interaooión entre el micro
organismo 7 el mediof por lo tanto no es posible establecer 
o dar un medio tipo para el desarrollo de este gónerot es 
necesario proceder a una cuidadosa elección de los distintos 
componentes para cada cepa particular t teniendo en cuenta 
además la influencia de otras yariables como cantidad 7 
calidad del Inóculoi propiedades fisicoqulmicaa del mediOf 
capacidad reaplratoria 7 condiciones operativas*

De acuerdo oon las consideraciones anteriores 7 como 
una contribución a la industria de los inoculantes en núes- 
tro palsf se ha encarado el presente trabajo con el objeto 
de estudiar uno de los aspectos que haoen a la preparación 
de los mismos* £1 tema está relacionado oon la obtención 
de caldos oon alta concentración celular» 7 se refiere a 
la influencia de la composición del medio y condiciones de 
operación sobre Xa velocidad de oreoimiento de una cepa de 
íihizobium japonioum»

Este trabajo comprende el estudio del oreoimiento celular 
en la etapa de arlenmeyers agitados 7 fermsntadores oon 
agitación mecánica» en el que ae consideran variables de 
medio 7 operación* Además» estos estudios se completan oon 
experiencias de oreoimiento de plantas de soja inoculadas 
7 cultivadas artxfioialmento» realizadas con el objeto de 
establecer sx las variables estudiadas modifican la capa
cidad simbiótica» efectividad» invasividad 7 capacidad de 
fijación de nitrógeno de la cepa«



MICROORGANISMO

La cepa utilizada J>í;qxíxouíií i>*45f fue
0tt» l]il« trad a  por e l  I n e t l t a to  de BClorobiologie d e l IKTA* 
£ete  oepe ee e fe o t lr e  en l e  Inooulaolón de eo je t Terlede»» 
dea AzaeriUe oofadn» Q lm itk f  OHS» Cdlpewe« fA? 30-2t H aleaoj 

71f Heleaoy 321# Hiimptoii 266# Haroaoy# íieakeye# HUI# Hood# 
Lee# úgdeiit S 100# iioott# Amaoy# B ra ^ #  ^ o rm tU k §  Hark# 
liardee# In te  J to a r t#  M e n m o j 1# Menaoy 2# Menaoy 6 y i^ei.by«

K1 ginero Hhlaobium eet4 oonatltuldo por beoteriaa
cayo nebltet natural ea el suelo# aer£bioea# heterotr6fi-
oea# ceimcee de Invadir las raíoee de las plantee legumi-
noBCifl y torzaar nóduloe en loa que fijan el nitrógeno
ataoaf&rieo» Esta propiedad ea la oaracterlatioa oAb

aaliente para distinguir el ginero iüiiaobj.am de otros
géneros de baoteriaa« El tai&año de las células es aproxi-
xaadamente de 0#9 0#9 a 1#2 3#0 niorones* ^on bastones
Gran negativos# generaliaente méviles cuando jóvenes#
flagelados# Las células oontienen gránulos caraoterístioos
de un polímero del p>«*hidroxibutirato# que se tiilen oon
Sudán negro y por observación ciiorosoópioa oon iluuinaoión
en contraste de fase# se presentan como cuerpos altamente
refréotllee« Im  issyaria de las oélulas produosn abundante
polisooárido extraoelular que modifioa las propiedades
reolégioas ds loa medios# lo que puede afectar majíeada-
Tiente los fenómenos de tranaferenola durante el cultivo

(7 )celular^ •

Xa s bacterias sufren cambios morfol&gioos# dentro de 
las oélulas del nédulo# a forma de baoteroldee# que eon 
oélulaa ramificadas o engrosadas# incapaces ds crscsr 
sobre un medAo de cultivo manteniendo lae caracterlstioae 
de oélulas modifloadas# Las baoterias estén incluidas



en las membranaa de laa formaoionee ^ae laa hoapedant a 
▼eoea aialadaat a Teoea a^upadaa* La diapoeiolón de loe 
baoteroidee dentro de la membrana puede eer de Talor 
taxon6mioo* La parte interior de los nóduloe en la zona 
bacteroide ea de oolor roaado debido a la le^hemoglobina 
aoumulada por eataa célulaa de laa pl^ntaa» la que desem
peña una importante función en loa procesos de óxido 
reducción que conducen a la fijación de nitrógeno»

Oaracterístioaa culturales
Los requerimientos nutrioionales de las especies de 

iUixzobium de crecimiento rápido han sido bien estudiadas» 
en cambio no existen muchos trabajos referentes a las 
necesidades del iUiigobium japonicuia y otras especies de 
crecimiento lento» De acuerdo con los trabajos realizados 
por ElkMU y colaboradores (6), se demuestra que esta espe
cie de Rhizoblum utiliza un reducido námero de fuentes de 
oarbonoi además existen marcadas diferencias entre distin
tas cepas» £ntre las fuentes de carbono más frecuentemente 
metabolizadas por un número considerable de cepas, se 
mencionan gluoonatOf glucosa» galactosa» glioerol» mañosa» 
loanitol» arabinosa» sorbitol y fructosa» Con respecto a 
las fuentes de nitrógeno» es necesario destacar que el 
g&nero Rhizobium no fija nitrógeno atmosfórico cuando 
crece en un medio de cultivo artificial» por lo cual es 
necesario suministrar nitrógeno orgánico o inorgánico»
Sjbxohas oepas de Ríiizobium utilizan salles de amonio o 
nitratos como fuente de nitrógeno» pero el máximo oreoi- 
miento ee aloanza oon el suiiLLniBtro de aminoácidos de bajo 
peso molecular» Para cumplir con esta exigencia se ha 
utilizado en forma extensiva extracto de levadura» oom 
steep liquor» hidrolizado de oaselna» proteínas de soja» eto»



!)• todas estas fuentes de nitrógeno orgdnloo j  factores 
de oreolmiento el extracto de levadura es el que se 
prefiere porque cubre mejor las exigencias del micro
organismo« Las raaones para ello podrían ser las 

(9 )siguientes t 1} es una buena fuente de amlno¿oldos|
2 ) contiene elementos traza esenciales j  vitaminas 
Indlspeneablea para el crecimiento del Rhlzoblum« Ls una 
buena fuente de blotlna^ nlaolna^ plrldoxlna« riboflavina 
j tlamlnat pero es Importante destacar que algunas cepas 
de Rhlzoblum de creolmlento lento no son estimuladas sino 
Inhibidas por la blotlna \  por encima de ciertas oon- 
centracxones que varían con la cepa; 3) favorece la 
obtención de un potencial de Óxido reducción que es 
adecuado para el crecimiento del lUiizobluza; 4) aotda 
como donor de hidrógeno en los procesos respiratorios;
5) el extracto de levadura contiene significativas canti
dades 9 desde el punto de vista nutriclonali de hlerrOf 
calciOf magnesio, esti'oncio, sodio, potasio, bario, man
ganeso, cobre, plomo, alu:ainio y vanadio^^^^«

En lo que se refiere a los elementos minerales reque
ridos para el desarrollo del Hhlzobiam ja. onlcum se pueden
citar los resultados de trabajos realizados por varios

( 12)Investigadores« Thorne y Walker determinaron que la 
concentración óptima de hierro, para algunas cepas de 
Rhxzobium japonlcum« ea de 10 ppm* Itano y Btetsuura han 
establecido que son aconsejables concentraciones bajas 
del elemento vanadio para el desarrollo del Rhlzoblum« 
Korrls ha establecido que los niveles moderados de calcio 
(2 ppm) son más adecuados que los niveles altos para un 
buen o r e o l m i e n t o B a d a w y  y Allen^^^^ han demostrado 
la importancia deJ. Ion calcio para el oreolmiento del 
Rhlzoblum y la necesidad de establecer para cada caso el



niT#l de dioho elemento en el medio de oultiYo« Vlnoent^^^^ 
destaca que las células de Rhlzobium tienen requerimientos
especiales para calcio y magnesiof siendo suficientes las

»

ooncentraciones en que estos elementos se encuentran como 
impuresas en los'^medios de oultiTo« Lowe^ £Yans y 
izmestran que el cobalto es un faotor importante para el 
oreoiioiento del iüiizobium in vi tro# particularmente en 
lo que se refiere a la síntesis de vitamina

£1 género Hiaisobium esté forioado por microorganismos 
aerobiost pero existen notables diferencias entre distin
tas especies en cuanto a las necesidades de oxigeno en 
el medlot en relaoién al oreoimlento oelular» Aaí p p;dcra
algunos oas os f se ha logrado buen crecimiento con una

(1 8) (1 9)tensién de Op de OfOl atmésfera^  ̂  ̂ en otros con
 ̂ (20) (21) una presién parcial de Ü2 de OflSf atmosfera' '   ̂ ^

pox' lo tantOf es necesario para cada cepa determinar las
oondioiones que aseguren una ¿ptlma disponibilidad de O^*

La tempexatura óptima del oultivo es de 2  ̂- 30 Ĉf
el pH óptimo es de 6 - ?•

Taxonomía
Las especies de Rhlzobium se pueden diferencian

1) por BUS oaraoterlstloas culturales; 2) por diferencias
(7 )simbióticas (rango de hospedantes) ; 3) por diferencias

serológioas^^^^ diferencias genétioas^^^^ (2 6 )̂
(27)

3) por su susceptibilidad al bacteriófago •
^  icüJdLzobxum japonloum pertenece a las cepas de

oreoimlento lento; desarrolla en forma pobre o moderada
( 2 2 )en el medio (extracto de levaduxaf manitolt agar) 

en diez días dando una pótina oolor blanco o rosado oon 
poca producción de goma; no desarrolla en el medio oom-

I



(7 )  (22Ìpacato por glacosa, agar / paptona^ * .

KL Rliigobiam iaponioum nodola aapaolfioaaeata laa 
raloaa da aoja (Gljoina max) y puado nodular algunaa 
aapaoiaa da Phaaaolua« A au TaSf la aoja puado aar 
modulada^ paro con pocos n6duloa» por Cowpaa rhizobia 
y mpy raramanta por ¿iiizobium lupini»

. M
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Madidas de oonoentraoi¿n oelular
Laa téonloaa' empleadas para medir la ooncentracióm 

celular en los caldos de fermentación fueron las 
siguientesi

a) Ttcnioa turbidimltricat la D.O» de los caldos 
diluidos oonyenientemente es directamente proporcional 
a la concentración celulart la q,ue fue determinada 
mediante un espeotrofotómetro fotocolorímetro "*3pectronio 20** 
a 600nm« Para determinar el rango óptimo de lectura
en la escala del fotocolorímetro se determinó la D.O* 
para una serie de suspensxones de Hhizobium ja^onioum, 
de concentración celular creoientef de lo q̂ ue resultó 
el rango de lectura conyeniente desde 0«20 a 0»60 unida
des de D«0« Empleando óOOjm, se construyeron curvas de 
calibración de D«0* en función de peso seco de cólulas 
y en función de concentración celular de células
viables

b) Técnica ¿g*avimétricas la masa celular fus separada 
por centrifugación durante 20 minutos a 30*900 g* Las 
célalas fueron layadas dos veces con agua destilada*
Luego se determinó el peso seco^ie las células a lO^^Of 
expresando loa resultados en mg de células secas / 100 xnl 
de caldo* Los resultados pueden observarse en la figura n^l*

0 ) Téonioa de reouento de mioroorganismos viabLesi
se practicó el método de reouento de células viables por

(29)dilución en oajas de Petri^ *
Teniendo en cuenta la correlación que se encontró 

entre las técnicas gravimétrloa y turbidimétrioa para

9



F i g u r a  1.  E v a l u a c i ó n  del  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r .  Re l ac i ó n  e n t r e  
peso seco de c é l u l a s  y d e n s i d a d  ó p t i c a .



la eraluaolén dal oraoimiento oelulaTt aa utillsó por 
au almplioidadg en todoa loa enaayoa el método turbidi* 
mltrioOf que ae oomplement6 oon al método da recuento 
de ofilulaa Tiablea*

Control de oontaminantea
Como control de pureza de loa oultlToa ae hlolaron

aiembraa periódioaa de loa oaldoa de fermentación en
un medio agarizado que contiena gluooaat peptona y

(2 3)cloruro de aodio • £1 Riiizobium japonioum no deaa- 
rroUa en este medio mientras que los contaminantes 
comunes lo hacen abundantemente* Además se realizaron 
obsarraoiones xaioroaoópioaa directas« oon iluminación 
en contraste de fase y de preparados coloreados oon la 
técnica de Cram*

Medidas de pH .
Lúa determinaciones de pH se hicieron por medio de 

un paaohlmatro Metrohm £ 336 B*

Telooidad da absorción da oxígeno (PAR)
£1 valor de OAE de los frascos agitados y equipos 

de fermentación fue calculado sobre la base del método 
da Cooper y oolaboradoraa^^^^ ^^^* £1 método consista 
en medir la velocidad oon que so oxida el sulfito de sodio 
por reacción con al oxigeno del aire empleado en la aera
ción* Se utiliza una solución de sulfito de sodio a
0»8 £) en presencia de un catalizad or 9 Cu^^lO M| en 
estas condiciones la velocidad de oxidación del sulfito 
as mucho mayor que la velocidad da disolución del oxigeno9

i k

%



además ee independiente de la oonoentraoión de aulfito 
por enoiaa de 0 »01S molea/l* La aolaoián de eulfito de 
sodio se oolooa en loe f!rasoos erlenmsyers o en el 
fermentadoTt se^agita y aerean y se saca psriódioanents 
una muestra en la que se valora iodomitrioamente el 
sulfito que no ha reaccionado* La velocidad de oxidación 
es casi instantáneaf la concentración de oxigeno disuelto 
en el líquido es prácticamente cero« y la velocidad de 
absorción estará dada pors

dC
dĵ .a

C t concentración de saturación de oxigeno
coeficiente volumétrico total de transferencia de 

oxigeno en unidades de fase liquida por unidad de dife
rencia de concentración (h

Las determxnaciones en el caso de erlezimeyers 
agitados se realizaron con 200 mi de SO ,Nâ  O»^ N» en3 j &
presencxa as wu xu Mf en erlenmeyers de un litro de 
capacidad« colocados en agitador rotatorio a 230 rpm y 
2 g5  cm de excentricidad« en cuarto estufa a 30<̂ C* Para 
determxnar el OAR (dG/ájÓ) de los tanques de fermentación 
se utilizó 2*500 mi de solución de SO^Na^OiSIíf Cu^^lO M̂« 
en tanques agitados de Ó litros de capacidad; el caudal 

' de aire y la agitación fueron controlados por medio del 
caudallmetro y del taq.tlmetro que posee el equipo* La 
temperatura se mantuvo a 30^0*

Evaluación de nitrógeno
La determinación de nitrógeno de los vegetales se

12



( 32)reallBÓ por el método de KJeldahl  ̂utilizando la par~ 
te aérea de laa plaiitaâ  secadas en satura oon oiroulaoión d 
de aixet x&olldas j  homogeneizadas« Se extrajeron mueatraa 
representatlyas por cada repeticién empleando la téonioa 
del cuarteo» Loa reauitadoa se expresan en de nitróge
no rei'erldo a masa seca a 105 0̂«

Valoración de
La concentración de gllcerol en los caldos de fermenta

ción se determinó por medio de la tóonica colorimótrica de
(33)M»Lambert y A»C» Neish^ % £1 método se basa en la oxida

ción del glicerol a formaldehído por medio de ácido perió
dico» £1 formaldehído por reacción con ácido cromotrópico 
desarrolla un compuesto coloreado que se mide a 570 nm»

Tiempo de generación

£1 tiempo de generación fue caloulado en la fase de
(34)crecimierto logaritmico! en base a la ecuación!

&
in 2 ( t - tp } 
In X - In Xo

0 t tiempo de generación (tiempo px'omedio necesario para 
^ que se duplique la masa celular (h) )
t - t̂  t intervalo de tiempo
X - X^ t inoremeiito de la biomasa en el tiempo t - t̂  o •

13



Uk T^Xaeldad Mp^oiiloa d« orvololwto (h*̂ )
ftts eaXcuIada d« aoMrdo a l a  a x p re a ld a ^ ^ \

A • la X la X 
t -

»lectr& ilcae

£1 m aterial Xue suapeadido en e l  Tolomen mínimo de euero
humaao oon e l  f in  de obtener ima aaofor cantidad de baoteriae
en l a  inoluoián y fvbt preparado pee t e n  omonte 9 para au
examen oon un mioroocopio eleotrdnioe ü i i l ip a  JOO operado
a $0 IT9 ai^^uiendo l a  técnica propuesta por Laguona 7 00^ 

(33)laborudoree^'^

¿>iH croor̂ gauilamo

Til £dcroor^aniaao empleado en eotaa experiencias pro-
Tiene del Instituto do Microbiología del IHXA9 oultiTado
en affxt de Ashbsr modificado aogdn Frodp fialdmin / Mo

(37)/ agregados propuestos per dcbiĉ l y tiagonesê  Para con- 
eerrar las oepas se utilii^ el medio de cultiTo msnclonadot 
eu eomposioldn se indica en la !2abla 1«

los estudios de oroolmltínto se Iniciaron empleando el 
liileao medie utlllî ado para el nantenlmlento del mlcroorga- 
nisooi eln el agregado de dejo Congo / agur y reea^Xasando 
ol agua de leTadura por oxtraoto de leradura dlfco en cox^ 
oentraol&u de 1 g/l| y nitrato de potasio en caneentraci&i 
de Otd g/1 «

14



Tabla X

Medio de Aahby ¡nodlfioado se^An gred» Baldwln y ¿ic Coy
y agre¿j;adoo propueatos por 3cJ:ilel .y Ha^nogee»

15,0 8
Maaitol 10,0 8
K^HPO^ 0,5 8

0 ,2 8
Nad 0 ,1 8
Fo Cl^^SH^Oi 80l*aouoaa al 10^ 0 ,1 al
MdS0^»4H20| sol*acuosa al 10^ 0 ,1 mi
Agua de leyadurat ĵ E 6fd 100,0 mi
Agua destilada 900,0 mi
Eojo Congo, sol«acuosa lt400 10,0 mi

15



XKQCULO

Los ixiéouloa fueron i>reparadoa a partir de tubos de man
tenimiento de la cepa« La oomposiolÓn del medio de oultlYo 
del inóculo fue en todos los casos igual a la del medio 
de fermentaoiónf con excepción de la concentración de ex
tracto de levadui'a, q̂ ue se utilizó siempre en concentración 
de 1 g/l en xos inóculos«

Pai'a iniciar cada x;roceso se sembró a partir de un tu
bo de mai^tenimientOy con ansa de platinof un erlenmeyer de 
$00 mi de capacidad con $0 xü de medio de cultivo» tie de
jó dcíiarrollar durante 72 horas en agitador rotatorio, a/ Q \
230 rpm y 2 ,5 cm de excentricidad' en cuarto estufa a 
30®C» Satos cultivos fueron empleados para sembrar los me
dios de fermentación* Oon el objeto de obtei er resultados 
comparativos en las distintas exx^crienoias, se fijó la 
conoentraoión celular y tiempo de de arrollo del inóculo»
En todos los casos se utilizaron inóoulos de 68 a 72 horas 
de desarrollo« Estas condiciones fueron ajustadas en base 
al estudio de las curvas de crecimiento del inóculo (fig«2 ), 
deteriiiinándose valores de pH, L«0« y células viables en 
fUijOiÓn de tiempo de proceso« A las 72 horas de cultivo 
el inóculo se encuentra en la etapa de crecimiento loga
rítmico, el pH está comprelidido entre 7 ,0 y 7 ,2 y la con—Qcei traoión celular es de 7 x 10 oólulas/Tll« dembraiido al 
$ ^ en el medio de fermentación se iiiicia el proceso con 
una concentración celular de 3i5 x 10 oéluxas viables/: 1. 
(D.O.v 0,12).
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Y OOimiOIOFEg J)£ Q

I) ey frasooc ftfíitadoa

Latí eXî erxei/ciaa eii irascos agitaups^ correspondien- 
tea al estudio de los oo;apone2ites del inediOf se efectuaron 
eii erlenme^^ers lisos de 1000 mi de oapaoidadt con tapín 
de alí̂ odoni con 200 Vnl de medio de cultivo* Previa eeteri- 
lizaoiiSn en autool ve a 120®C duî aj te 20 ralnutos, cada er- 
lenmeyei* fue sejabrado con la cantidad correspondiente de • 
inoculo para obtener uxi valor Ixiicial de P.O* de 0 ,1 2 uni
dades* hoB erlen.̂ eyers fueron colocados en cuiurto cotufa 
a la temperatura de 30*̂ 0 en un a,;;iit¿dor ro-atorio, con 2,5 
om de exoerstrioidad y 230 rom*

II) EnBayoB en fementadores con a d,taci¿n laecdnioa

Se utilizó un eciuipo de fermentacxín ITcw Brunswick, 
provisto de tres fei'mentadorea, de 7 litros de capacidad, 
ouyos detalles se pueden ai^recior en la figura 3* Estos 
fexuaentadores cuen tan con un baño termostàtico pcxa la 
regulación de la temperatura (- 0,5 ^C)$ medidores de cau
dal ae aire, taqu£metro y manómetro, que permiten un control 
preciso de las variables a estudiar* Caua tanque de fcrmezi- 
tación posee una entrada de axre que llega a la base del 
tanque, debajo de las x>aleta3 de agitación, y cuatro entra
das más que fuex'on utilxzauas de la siguiente format 1} sa
lida de gas6S| 2} toma de muestra, que proviene de la par
te Inferior del feruentadox*; 3) :̂itradu de inóoulo, solu
ciones saljuae, nutr^enteJ, etoj 4> entrada de untiespu - 
matite*
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1. e n t r a d a  de ai  r e
2. e n t r a d a  de i n o c u l o
3. s a l i d a  de g a s e s
4 .  e n t r a d a  de a n t i e s p u m a n t e
5.  t o m a  de m u e s t r a

Pig.  3 .  E s q u e m a  del  f e r m e n t a d o r



aÍ!.3üx,TAiXi3

tofc>â os realizado» er; erlepruiiywitf Rgit¿adofl
Loe ensayos llevado« a caoo en erienmeyers a^lwadoe tuvie

ron COGIO finalidad estudiar el efecto de los distintos compo
nentes del medio de cultivo eoore el tiempo de é{oneraoi6n de 
la cex>a E 45 de Rblzoblum jax̂ onxoum»

Se partió de ur weclio indioado por la bibliOí^afía (Aahby 
modificado ee¿;itr Prod, Baldwin y Me Ooy y a^e^^^dos propuestos 
por Scíiiel y RUt^onese (Tabla 1 ), «obre el cual bc hicieron mo
dificaciones en los ooBiponenten fundament alee a fiii de estu
dia la influencia oobre la velocidad de crecirdonto y concen
tración celular alcanzadas ex̂  las condiciones ixidioadae ante- 
riorLiente»

i)‘ jl^tudiüs î"elüQJLxu¿ros solym xa iueate ue carbono
Se hicieron experiencias prelimincires con el ob̂ ieto de 

3eleccion^.r la fuente de oexbono mué adecuada ^ara el deearr^ 
lio de la cepa E 4 5* Se ^repararon cinco laedioa de igual oom- 
poBición a lu del medio baeOf pero variar do la fuente de car
bono* Lu compoBicióxx de los mismos se indica ex. la tabla 2* 

Los reculcadoo obtenidos se indioax̂  en la figura 4 # don
de se obsei'va ^ue las .may or ê  ̂c one exA ira cienos oelul&xes se 
obtienen con los medios (̂ ue ^onti.enen glxoei'ol y uiaxiitol*

de 100 horas de proceso la curva (¿ue corresponde al 
medio con munitol sapera ex. valores de l)*ü* a la oui'va de ore  

ciiiiento del medio con glioeroi* bxn embargo» en esta etapa 
del proceso se observó la ^xesencia de grumos visibles a slm 
pie vista en el meuio co*i uani.tol. La ooaervaoión miorosoó - 
X̂ ica de estos grujons los mostró oomo asooiaoi&nes celulares« 
Auemós» la viscosidad del medio con manitol aumenta notable-
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Fig.  4.  I n f l u e n c i a  d é l a  n a t u r a l e z a  de la f u e n t e  de car bono sobre e! c r e c i m i e n t o  c é l u l a  
j m e d i o  base]  .



meiita debido a la formaoi^ii de un poliaaoirido extraoelular» Loa
valores de velocidad específica mAalma de crecimientc fueron de

-1
0 f044 7 Of039 h, para laa curvas correapondientea a glicerol 7  

munitol respectivaineiite« Eatoa valorea ae calcularon en la eta
pa de crecimiento logarítmico entre laa 20 7 40 horaa de prooe- 
ao# Hespecto a la evolución del pH se comprobé una tendencia a 
la alcalinizaci6n a medida que avanza el prooeso# aloanzándoae 
valorea superiores a 8f0 al final del mismo*

2 ) Inflaei.cia de Xa concentraoión de foafato diam^nioo sobre
xu evolución del pH el crecimiento celulisf

En raz¿n de que el pH de ios medios de cultivo constituye 
una variable muy importante para el crecimiento c<.lular y te
niendo en cuenta el rango óptimo para el género iüaizooiumf que 
ae encuentra comprendido entre valores cercanos a la neutrali- 
dadf se efectuaron una serle de experiencias con el fin de lo
grar un oaldo con una evolución de pH más favorable para el 
crecimiento de la cepa^en estudio# La composicióii ue los medios 
ensayados se indica en la tabla 3*

En la fxgora 5 se observa el efecto del fosfato de amonio 
sobre el pH y el creciro*» CíUto celular# A medida que aumenta la 
concentración de fosfate de amonio so observa un descenso más 
acentuado del pH» principalmente entre laa 36 y 72 horas de pro
ceso# Este efecto deoe auribuix^se a la mayor velocidad de asi
milación del ion amonio» El áesoeuao del pH êi el meaio 4 

{mayor concentración de P0^^(^fl^)2H)en tai. marcadof entre las 
36 y 65 ñoras, que el orecimieijto celul x* experimenta un sen
sible retardo# Además se observa que con el medio n^ 3t que 
contiene 0,3 ¿j/1 de fosfato diamónioo, se obtiene mayor concen
tración celvAlar en menor tiempo de proceso» Los valores de ve—
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D.n.
3.00

6.00

4.00

2.00

20 40 60 60 100 120 140 1 60 horas
6.  I n f l u e n c i a  de la c o n c e n t r a c i ó n  de f o s f a t o  de a m o n i o  s o b r e  la e v o l u c i ó n  de 

■ pH y c re c i m i e n t o  c e l u l a r .



looidad espeoífioa ia¿xiina de oreolroiexito y tiempo de genera
oiór para el uu. ero organismo deB̂ iu[*roXlado en este medio fue -

-1ron yí̂ â0f0i>6 h y h reepeotiramente*

3) influencia de la OQnoentx*v.oi>'̂ n de extracto do leTadura

£1 girerò Ráizobiani presenta, en general, una serie de 
exigencias nutritivas referentes a vitami^ias, omxnoáoidos y 
elenentos traza* Bichos compuestos son incorporados geiieral 
mei te al r.edio de cultivo por el extracto de levadura# Dado 
que los requerimierAtos dependen de oado cepa en iiortloul jx, 
se realizaron expexáenolas empleando el medio n° 3(Tabla 3) 
ensayando diferentes concentracionee de extraoto de levadura 
(1 a 7 g/l)é Los iniciólos fueron prex>aradoa oon el medio n®
3 (1 t̂ /l de extx^aoto de levadura)# Los x*euultodos obtenidos 
se mués taran en la fxgura 6, donde se obsexnra que existe una 
relaclln directa entre la conoentración de cxí;racto de le
vadura y el nivel celular alcanzado# Por encima de 4 g/1 
la concentraclln celular se hace independiente de la can« 
tidart de exti'acto presente en loa medios, e incluso cuetndo 
se utixizan concentraciones auperlores a 5 g/l apiircce inhi- 
bioiln del creclnieiito rcvelable por una dier:iin clin de la 
concentraoiln celular alcanzada y la ¿resercia de formas 
celulares aberrantes que comienzan a manifestaroe con con
centraciones superloreB a 4 g/l de extracto de levadura#

In cuanto a la velocidad eeoeoífio^ de crecimiento tam
bién aumenta con la concentración de exisracto de levad'ira

—1desde A/ ^ux aO,0!̂ ó a (l de extiucto de levadi\ra) a

A =» 0,08Q li (4 cV̂ l de extracto de levadura) con 
tiempos de generaolSxi 11,:̂  y 3,7 h r::.*ípectivanê  te#

Betos resi''ltadus indion ŵ ue pui'a las oondioionas es
tudiadas loa factores iiicorporados por o ono en trac iones In—
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feriores a 4 g/1 de extracto de leTadura limitan el oreolmlexi-» 
to de la cepa en eetudlOf y que por enolLía de 5 obaerra
un efecto inhibitorio del creoimiczito*

4) Influencia da dilerentes fuentea de oorbonc
iín la íiéiura 7 »e tiai. repre^^entado laa curva» oorre^pondien 

lea a proceaoa en ios que ae estudió la inflaercia de dietintaa 
íuantea de carbono sobre el crecimiento celular. Los medios 
utilleadoa se difereiioian solamente e n  la fuente de carbonof 
ae empleó ¿pLicerolf manitolf ^ucooai ¿aiaotosaf sacarosa y 
lactosa» ei. oonoentx^aoión de 10 ¿/l» y un. medio sin fuente de 
carbono• Los deruás componentes son ié̂ uales a los del edio ba- 
set con las laodiflcaoionea que sux'c'ieron de loa estudios rea
lizados sobre la relación de aules nitro^^enadas y concentración 
de extracto de levadura* Los medios utilizados en estas expe
riencias eatiin indicados en la tabla 4«

Lb de destacar que los valores de concentración celular y 
velocidad específica máxima de crecimiento alcsu^zados, son sen- 
oiblemente mayores que los correspondientes obtenidos en ensa
yos preliminares con Xh  iiuama fuente de cíirbono* Estas diferen
cias deben atribuirse a las modificaciones resaltanteB de es
tadios íaxteriores» donde se ajustó la ooncentraolón de lales ni < 
trogenadas y extracto de levadura.

En las fi^juraa 4 y 7 se observa que ios mejores resultados 
se obtienen empleando ¿¿Lioerol y mariitol oomo fuente de cai'bo- 
no| rxo obstante» la más alta conoeir6ración celuiux y mayor velo
cidad específica iiáxlma de orcciuiei to se ootiei.̂ en empleajido 
¿licerol (fioura 7)» razón por la cual se decidió utilizar as
ta fuente de caí*cono en ensayos postei'iores* Por otra ^orte» se 
observa que la cepa x o metaboliza ^ în̂ uno de loa diaaoáridoii» 
enuayajo* bx ci'eoimienuo pax*cial observado en medioa que contie
nen lactosa y sacai*oaa debe atribuirse a la utilización de oom-
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ífuestos hidrocarbonadoü presentes en el extracto de levadura, 
ya que los ensayos que se realizaron empleando el medio sin 
fuente de carbono adicional conducen a resultados similares 
a los obtenidos con lactosa y sacarosa.

Una vez seleccionada la fuente de carbono, se realizaron 
nuevas experiencias utilizando el medio n®2 (Tabla 4) con 
distintas concentraciones de glicerol (2 a 14 g/l)» con el 
fin de establecer la concentración mínima de esta fuente de 
carbono que asegure una concentración celular superior a las 
establecidas paira los cultivos que deben ser empleados en la 
preparación de inoculantes. Los resultados muestran que, para 
las condicione» ensayadas, concentraciones de glicerol infe
riores a 10 g/l actúan como sustrato límite; por encima de esa 
concentración se obtienen caldos de elevada viscosidad a partir 
de las 60 ñoras de proceso, debido a la formación de un poli- 
sacárido extracelular y la presencia de asociadiones celulares.
Las curvas correspondientes a 12 y 14 g/l de glicerol se ñan 
representado con líneas punteadas, ya que las características 
que presentan esos cultivos después de las 60 ñoras no permiten 
la determinación correcta del crecimiento celular por las técnicas 
ensayadas (figura 8).

Con el medio de cultivo balanceado (Tabla 5)> se realizó 
un estudio del proceso midiendo D.O., pH, Células viables, 
peso seco de células y consumo de glicerol. En la figura 9 se ñan 
representado las curvas correspondientes al proceso mencionado.

Comparando estos resultados con los obtenidos en los pri
meros ensayos donde se utilizó el medio base, se observa la 
influencia favorable del balance efectuado en cuanto a factores 
de crecimiento, fuente de carbono y compuestos nitrogenados, 
ya que la velocidad específica máxima de crecimiento práctica
mente duplica su valor = 0,044 y = 0,080 ñ )̂. En cuanto 
al glicerol, que resultó ser la fuente de carbona seleccionada.
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ob0«rra que •• mctaboliza totalmazit«t oon una constante 
da randimianto (y « ollulaa produoidaa/fuenta da oarbono 
oonaunlda) da OtS gramos eel/g* ourra de oreoiiaianto axpra- 
aada an fonoi¿n da námaro de de ofilul&a viablaa muestra a laa 
36 horas de proceso una concentraol6n celular superior a 10^^ 
o4lulac/mlt Talor que se encuentra por encima de los mínimos 
establecidos para caldos habitualmenta destinados a la prepa
ración de inoculantes*



Fi g .  8 . I n f l u e n c i a  de l a c o n c e n t r a c i ó n  de  g i i c e r o l  s o b r e  
e l c r ' e c i m i e n t o c e i u l a r .



5

r»leáÍQ i3aiaaü«aao

glioerol g 10,0
extracto de lera- 
dura Dlfoo g 4,0

e 0.5
SO.Mfi.THgO g 0 ,2

cuta g 0,1
SO^Mn soluc«10>¿ mi 0,1
Cl^Fe &joluc«10 >̂ mi 0,1
HO3K g 0,8
P0^H(KH^ ) 2 g 0.3
agua destilada mi loco

pH antee de eeterillzar 7$2

£0terlllzaoi<Sn en autoolavet a 120^0 20 minutoe*
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Im tabla 6 aa indioan loa ̂ aloraa da máTlaa oonoantraoión 
oalttlaTt Talooidad aapaoifioa da oraolaianto» tiaapo da 
genaraol6n j  pH dal oaldo da farmaataol6n al final dal prooaaot 
qua aa lograron aaplaando al aadlo balanoaado j  al madio baaa* 
Satoa raaultadoa mnaatran qua oon al medio balanoaado aa logra 
mayor oonoantraoi^n oalulart aToluol6n del pH oon yalorea máa 
oaroanoa a la neutralidad y aenaible reduooión del tiempo de 
generación da la oepa« £ate dltimo aapeoto aa da real aigni-* 
floado teobológioo» ya que diaminuye notablemente el tiempo de pro* 
ceao y por ende los riesgos de contaminación« con la consi
guiente reducción de loa costos de operación*
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Tabla 6

Yaloraa de Telooidad eap eo íflo c  de oreolmlentog tiempo de
conoeptraclón oelular £ ¿¡H de prooecoa empleando 

el medio base j; jgl medio balanceado.

Oonstante e a p e c íf io a  
de oreoiiaientOiyUjoax (h***^)

Tienu)0 de gener€xi¿n  9 ^  (h)

Mixlma concentración  
c e lu la r  (B *0«)

C llu la e  y ia b le S f 48 ha 
de proceso (o é l/m l)

pH a l  f in a l  d e l proceso

M« Base Balanceado

0,044 0,080

15 ,7 8,62

6 ,2 9,6

■ ,5.10^ 1 ,8 .1 0 ^ °

9 .4 7 ,7



Teniendo en ouenta loa reaultadoa obtenidos en loa eatudioa 
oorreapondientea a la influencia de las diferentes fuentes de 
carbono sobre el crecimiento del Ehizobium ee
realisaron nuevas experienoiasy en escala de erlenmeyersi en 
las que se estudió el comportamiento del microorganismo en 
medios oon manitol y glicerol (medios n ^ 2  y 3 - Tabla 4 ), 
oonsideririndo el aspecto del oultiyof concentración celular^ 
tiempo de generaoiónt ndmero de células viables^ tamaño de 
oélulasp etc» Los resultados obtenidos se indican en la figura 
10} se vuelve a confirmar que la velocidad de crecimiento es 
mayor cuando se utiliza glicerol como fuente de carbono* La 
observación microscópica reveló que los cultivos obtenidos 
en medios oon glicerol resultaron mós homogéneos y con mayor 
cantidad de microorganismos móviles que los cultivos en medios 
con manitol* Además9 las bacterias desarrolladas en glicerol 
presentaron menor tamaño que las correspondientes cultivadas 
en manitol (figuras 11 y 1 2)« También se observó una apreciable 
diferencia en la viscosidad de los medios; los cultivos en manitol 
presentaron alta viscosidad debido a la formación de un poli- 
sacárido extraoelulart característica observada en menor grado 
en los medios con glicerol*

Paralelamente a las medidas de densidad óptica se hicieron
determinaciones de células viables* Los resultados se indican
en la tabla 7# donde se observa que empleando glicerol se
obtiene ya^ a las 30 horas de cultivo# una concentración de 

9!$ • 10 células/ml# mientras que esa miszoa ooncontz*ación 
celular se obtuvo recién a las 60 horas en medios oon manitol*

Se obtuvieron además# mi orografías electrónicas# las que 
revelaron notables diferencias en las células cultivadas con 
ambas fuentes de carbono (figualas 13 y 1 4)* Las diferencias 
más notables se observan a nivel de nucleoides* £n las bac
terias desarrolladas en manitol los cortes ultrafinos presen-
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Tabla 7

jRjl jĵ xü ae oéluiaLs viiblefea cXxre^ do tu ô lixlaa por al da medio
O lla lg .o  J ..S A

dd j:>roce30 r̂ liCex'OX íoanJLtoX

23 2,6,10^ *

30 5,0.10^
37 9,2 *10^ 0,8.10^
47 1 ,5.10^
60 2,0-10^^’ 95,0.10-'





' o r  ' • r A

Figura 12 Cultivo de Hiiizobium jaijonicum de 50 horas 
de proceso en erlemneyer agitado, en medio con manitol 
(1.600 X)
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taron hasta 6 nuolaolAaa tm uxia miama baotaria* Loa filamantoa 
de BNÁ aa praaentazi oomo grueaaa bandas ramificadas da al arada 
densidad alaotr¿nioa« £n cambio an las bacterias desarrolladas 
en medios con glioarol se obsarró un nucleoide por bactariat 
salTo an aquellas en división an las que se Tiaron dos« 2n 
astas células los filamentos de DNA son más delicados j  finamente 
ramificados« Además como modificaciones menos notableSf se 
observé que las células cultivadas en manitol mostraban un 
mayor desarrollo ribosómico y presentaban cuerpos densos es
féricos de tamaño variable no identificados morfológicamente«
Las imágenes observadas en estas células sugieren la existencia 
de una marcada poliploidla«

Estudio de las condiciones de o,aeración en fermentadores de 
laboratorio»

Influenoia del ntiespmaante
Como uno de los problemas comunes que se presentan en los 

procesos fermentativos es la formación de espuma» previo a los 
ensayos realizados en fermentadores con agitación mecánica 
se hicieron una serie de experiencias en las que se estudió el 
comportamiento de un antiespumante en cuanto a su capacidad ue 
controlar la espuma y su influenoia sobre el crecimiento del 
Hhizobium japozuioum« £n estas experiencias se emplearon erlen- 
meyers lisos y oon identaoiones a fin de lograr distintos grados 
de formación de espuma y poder así determinar oon más certeza la 
eficacia del antlespumante« Se eligió un antiespumante sílice- 
nado denominado oomeroialmente Midla Sil utilizado en dilución 
acuosa al 20^« En los ensayos se utilizaron erlenmeyers de un 
litro de capacidad oon 200 mi de medio balanceado«

Estos ensayos demostraron que el antiespumante empleado 
efectivo en la concentración utilizada (0»075 ml/1 ) 7
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presenoia no afeota» por oira parte# el oreciralento del ilhi- 
¿obimn japoiiioum £ 43# ooiao oe obaei*\ra en la fl̂ ûra 13»

ProceBca de ío..:-o¿ en .̂ariuuea a. liadoe

Ur.a vea oompietaaos io s  estadioa sobre balance de uedio 

ei* escala de fresóos a^f,it;ado8 j í̂ e pro(¿raguaron ux-a serie  da 

exjt.eriercíes en fernertadorea de laboratorio 002 ;jlt ia c i5n 

mecánica, a ixn de eatuciiar la  in flu e; c ia  de al^junaa v a r l ^  

bles de o^exacián eoore e l crecm ieijio  celu li.r del uiaxaocium 

.ia^.oijácusi £ 45. hu.& r e í  ere: c ía s  b lb llo srá fic a e  oobre este  

aspecto son muy Cicioceas y adoirío oxiste  una ^*an d ifere. ola  

en e l csomportaiaierito de la s  dio tin ta s  cepas de P.hizoQiata .ja- 

jGiiicu .̂, u tillísauaa por aro tin tos inveo cigriaores.

£:iCüs estudios ti0x.en co/tio objetivo detcrialnía* las condi- 
cioi ea î ue permitan opti*.ásai‘ el proceso y la iiî riuê -oia qvie 
puedar te:er la® variables estudiadas sobre las propiedades de 
la ceia, eopecialsente en lo que se refiere a invasividad, 
especificidad j capacidad de fijaoiín de nitrd^cno, ¿jor lo 
que estas experieí.cias se completan con enaajos ajiond̂ îoos 
con soja inoculada y cultivada artificial?:eí te.

Les ensayos en fer/uentadores oe laboratorio con a¿¿itaoiün 
meCilnxoa fjteion pxü«5 ramadoe para distinta i condiciones de ae.a- 
ci£n, la» que fueron seleccionadas en base a loe valores de 
velocidad de ebsoroidn de oxígeno (Tabla b). En laa priinerus 
experiencia» se utilizá el medio de cultivo balanceado y 02  ̂
experlenciae posterlaree ese mismo medio modificado. En todos 
loB otaos se utilizaron 2.500 lal de medie de oulti\ro y se 
taLttuvo la teiíiieratju'a a 30®0#

Lee indculoa se ,repararon siguiendo el método que se 
utllizá en las expei'ienoius eî fraeooB â jitauos, pero empleando 
erlunmeyers oon îulida latex*al# que facilitan la tz*anefere:<oia 
de lu Biaibra, de un litro de oapucidaa coî  125 liú. de medio de
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Fi g. 15. l n f l uenc i a  del  a n t í e s p u m a n t e  sobr e  el c r e c i m i e n t o  c e l u l a r .



Tabla 8

<̂ a ▼alooldad da abaoroi6n d
ración y a/^itaci6n en fe ffauf,t«ri9.

^tación Caudal .de aire 0 ^
rpa ?/T«minuto mi

100 0 ,5 31,2
200 0 .5 94 ,7

250 0 ,5 1 49 ,5

300 0 ,5 322,2
400 0 ,5 mo,8
500 0 ,5 1589 ,5

700 0 ,5 1 79 2 ,9

300 0 ,7 5 482 ,0

300 1.0 595,4

400 1,0 1135 ,5

500 1.0 1691,2

£1 valor da velocidad de absorción de oxigeno determinado 
para erlenmeyer agitado (liso# 1 litro de capacidadf 200 mi de 
solución de SO^Na^ OpS H) (testigo) a 230 rjuA j  2»S om de 
excentricidad resultó igual a 259t6 mi



ottltiTo de igual ooaposiolón que el medio de fermentación oo- 
rreepondientet excepto la concentración de extracto de leraf- 
dura que ee mantuYo siempre al 1 ^ / q^ en la preparación de 
medios para inóoulos« Se dejaron desarrollar 72 ñoras j  se 
sembraren en los medios de fermentación Tolómenes del orden 
del 9í^ (aproximadamente 1 2 3  mi para 2«$00 mi de medio) tro- 
tiumo de ajustar la ooncentración inicial a 0^12 unidades 
de D*0« 22n todos los oasos se sembraron con el mismo inooulOf 
en igual proporción i3 i ¡) dos erlenmejere testigosf de 1 litro 
de capacidad» con 200 mi del mismo medio utilizado en el 
tanque de fermentación» que fueron colocados en agitador 
rotatorio*

Xodos los procesos fueron controlados efectuando siembras
(22)periódicas de loa cultivos en el medio propuesto por Yinoent^ '  

y pox’ observación microscópica directa y por la tóenioa de 
Qram* En todos los ensayos realizados el medio fue esterili
zado dentro de los fermentstdores» a 120^0» en autoclave» 
durante 20 minutos* Oomo antiespuxaante se utilizó silioona 
antieapumante Mldla Sil*

Hesultauios para distintos valorea de suministro de oxígeno

Kn las primeras experiencias realizadas en tanques agitar- 
dos se estudiaron distintas condiciones de aaraoión y su 
influencia sobre la velocidad de crecimiento del Hñizobium 
japonioom £ 4$» empleando %± medio de cultivo balanoeado*
En la tabla 9 se indican los valoi^es de velocidad de absor
ción de oxigsni correspondientes a lus oondioiones de agi
tación y aeración emt>leadas*

Los rssultados obtenidos en esta serie de ensayos se 
pueden observar en las figuras 16» 1 7» 1 8t 19# 20 y 21» 
en las que se ha representado oreoimiento oelular y valoree
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pH *
8.00

7.00'-
. a  -

— ------------ ¡HL.

-.0-
—  .0 - _ . f c r m c n t a  do r

20

i  c s 11 g o

I.
40 BO 100 hor as

t»*

r i g . l  6. E v o l u c i ó n  del  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y pH.
D e s a r r o l l o  en f e r m e n t a d c r  : c a u d a l  de a i r e  0.5 v / v . m i n .  V e l o c i d a d  de 
a g i t a c i ó n  100 r p m . ^  D e s a r r o l l o  en e r l e n m e y e r  [ t e s t i g o j



Fi g. 17.  E v o l u c i ó n  de!  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y pH.  D e s a r r o l l o  en f e r r n e n  
t a d o r :  c a u d a l  de a i r e  0.5 V / V .  m i n ;  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  200 r p m .  
D e s a r r o l l o  en e r i e n m e y e r  a g i t a d o  [ t e s t i g o j .



F í g . 18.  E v o l u c i ó n  del  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y p H .  D e s a r r o l l o  en f e r r n e n t a d o r  
c a u d a l  de a i r e  0.5 V / V .  mi n . ;  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  300 r p m  .
D e s a r r o l l o  en e r i e n m e y e r  a g i t a d o  [ t e s t i g o ]



f  ig.19.E v o í u c i ó r i  d-el c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y D e s a r r o l l o  en f e r m e n t a d o r  
c a u d a l  de a i r e  0.5 V / V . r n i n ;  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  400 r p m .  
D e s a r r c l l ú  en c r l e n m e y e r  a g i t a d o  [ t e s t i g o ]



F i g . 2 0 .  E v o l u c i ó n  del  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y pH.  D e s a r r o l l o  ^en t e r m e n t a d o r  
c a u d a l  de a i r e  0.5 V / V .  mi n , -  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  500 r p m .  
D e s a r r o l l o  en e r i e n m e y e r s  a g i t a d o  ( t e s t i g o ) .



F i g . 2 1 . E v o l u c i ó n  d e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  y pH . D e s a r r o  l i o  en t e r m e n t a d o r :
c a u d a l  de a i r e  0. 5 V / V . m i n ;  v e l o c i d a d  de a g i t a c i ó n  700  r p m . D e s a r r o l l o  
e n  e r l e n m e y e r s  a g  i t a d o  . ( t e s t  i g o )



d« pH era funoi6n de tiempo»
La ourva de orecimiento obtenida a 100 rpm j  ?/Y»inin

de oaudal de aire ( fi¿^a 16) mueatra una evoluoi6n que ea 
oaraoteríetioa de loa prooeuoa zniorobiológiooa que presen
tan alguna limitación x>ara el deaarroUo celular» £n este 
oaeo particular la concentración oel'Alar alcanzada resul
tó inferior a laa oorreapondientea para Yalorea superiorea 
de xjARf a igualea tiempos de proceso» La limitación obser - 
rada debe atribuirse a una baja transferei cia de ojclgerio 
como consecuencia de lu baja agitación empleada»

Para condiciones de operación comprendidas entre 200 y 
400 rpm y caudal de aire 0 $^ V/V»min se obtuvieron suspen
siones celulares homogéneas, oon gran cantidad de eélulas 
móviles» Las cuiv'as de crecimiento correspondientes pre - 
sentan pei^dientes similares a las curvas testigo» A medida 
que aumenta la velocidad de agitación se observa una ten
dencia de los cultivos a aloalinizarae» £n xas experiencias 
realizadas a velocidades de agitación superiores a 400 rpm 
se observó que los cultivos presentaban células de aspecto 
aberraxite, aglutinadas y rotas» ?or otra parte, a medida 
que aumentó el niimero de revoluciones por minuto del agi- 
tador(valores superiores a 400 rpm) se produjo abundaiite 
espuma, que hizo necesario el agregado de excesiva canti
dad de antiespumante»

Influei.cia de xa fuente de carbono
Las experiencias de selección de roedlos en erlemieyers 

agitados mostraron que las fuentes de carbono mós adecua
das para el crecimiento de la cepa £ 4í> de Hhizobium Ja- 
,.oniouL̂  resultaron el glioeroX y el manitol» A fin de com
probar si este mismo resultado se obtiene trabajando en
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rarmentadorea agitados aa prograxaaron aaaa «iamata axparian ** 
olae para laa oondioionaa da oparaoi6n aalaooionadaa«

£n la figura 22 se obaarran los resultados obtenidos en 
procesos desarrollados al mismo tiempo en fermentadores 7 erl^ 
meyers testigos« Se TuelTen a confirmar los resultados obteni
dos anteriormente« Se obtiene en escala de fernentadores de 
laboratorio curvas de crecimiento que presentan diferencias 
similares a las observadas en escala de frascos agitados«
Por otra x>arte| se observa nuevaiaente que los o Itlvos se di
ferencian en su aspecto9 viscosidad y morfología celular«
Laa cllulas cultivadas en manitol son de ma,/or tamaño9 menos 
móviles9 aparecen agrupadas y el medio posee mayor viscosi
dad« En cambio en los cultivos en los que se empleó glioerol 
el aspecto del cultivo es homogóneo9 con gran cantidad de cé
lulas móviles y el auraento de la viscosidad del medio no es 
apreciable« En las figuras 23 y 24 se puede apreciar el as
pecto de cultivos de 60 horas de proceso9 obtenidos en tan
ques de fermentación a 30O rpm y O95 V/V«min de caudal de 
aire«

Estudios sobre la influenoxa de algunos compoijentes del medio 
sobre la evolución del pH 2̂ crecimiento celular

Una vez determixiadas las condiciones de operación en fer
mentadores de laboratorio9 se programaron una serie de expe
riencias también en tanques agitados9 donde se estudió9 para 
condiciones de operación establecidas! en el rango de 400 rpm 
y 0 , 5 V/V.min de oaudeUL de aire! la influencia de algunos com
ponentes del medio sobre el oreoimiei^to celular y evolución 
del pH« Los ensayos fueron efectuados empleando como medio 
base el medio balai^oeadoi los componentes ensayados se indi-
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F i g . 2 2 .  E s t u d i o  c o m p a r a t i v o  de!  c r c c i m i e r . t c  c o l u l a r  cn e r l e r . m c v c r s  
a g i t a d o s  y f e r m e n t a d o r e s  de l a b o r a t o r i o  e m p i o a n d o  me d i o  con 
m a n i t o l  y g l i c e r o l  .



F léu ^ ò Caltivo de Hiixzoòium jupoiiicon de 60 iioriiB 
de proceeo eii fermentador con a^itaoiéi. inecdrica, 
eiapleando medio cor (l»6O0 X)



^  - V .  ' 5  ^

v ^ u ^ u x i r o  u o  \q > > .g .0Q l u n  1 > î 0^ 1 c i n a  J i«  6 0  i x o r a a  d e  i x o o o a o  

e r i  i w D ' ^ n t ^ í í o r  o o i ;  d i ¿ ; l t a c t í x i  x & e o i i i x c a «  % í m . J Í í ) a j í d o  a c d l o  o o n  

gixocreX#(1*600 X)
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oaxi exi la tabla 10« Estas ej;parlsiiOxas tuyieron oomo objeto 
ajustar defliiltlyamejate el medio para la obtenoijn de cul
tivos de Riiizobiujii  ̂Qxúoum de laodo que presenteri la mayor 
conoei;traoi¿r celulart menor tiemxjo de generaoijn y una evo- 
luoi^n de pH compatible oon la obtención de microorganismos 
con alto poder de tnvaaividad y alta capacidad de ftjaoiín 
do nitr¿c:;eno« En lo que respecta al loa caldos desti
nados a la impregnación de soportes deber» presentar valo
res lo más cercano posibles a la neutralidadf para asegurar 
una buena supervivencia del Ritiizoblum«

Los resultados obtenidos en esta serie de ensayos (fi
guras 25» 26I 27f 28 y 2 9) muestran que la modifioaoión 
de la relación de sales nitrogenadas no produce caLibios 
significativos en oa oito al tiempo de generación de la ce
pa y concentración celular alcanzada al final del proceso* 
Sin embargo I las curvas de pH presentan una evolución algo 
diferent6f ya que existe un ligero desplazamiento hacia va
lores más cercanos a la neutralidad» Las experiencias rea
lizadas con agregado periódico de extracto de levadura no 
muestran efectos favorables sobre el crecimiento celulart 
ya que las corvas obtenidas presentan un tiempo de genera
ción mayor que el que corresponde al medio balanceado» Eh 
cambio, la cierva de pH presenta una evolución semejante a 
la de los ensayos testigo» Además es interesante indicar 
que el agregado xieriódico de extracto de levadura produ
ce abundazite cantidad de espuma»

Le los ensayos efectuados surge que las modificaciones 
realizadas no son significativas en cuanto a conoenüración 
celular alcanzada, tiempo de generación y evolución de i>H»
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Fi g. 25.  F ' e r me n í a d cr  1. I n f l u e n c i a  de la concent raci ón de fuentes  
n i t r o g e n a d a s  sobre el desar r oMo del R h i z o b i u n  japonicu.m en 
f e r r n e n t a d o r e s  a g i t a d o s  me cán i cament e .
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Fi g . 26 . Fer nnent ador  H . I n f l u e n c i a  de la c oncent r ac i ón  de f uent es  
n i t r o g e n a d a s  sobre el desar r oi l o  del Hhi zobi um j a p o n i c u m en 
f e r n n e n t a d o r e s  ag i t ados  m e c á n i c a m e n t e .



20 4 0 6 0 8 0 100 h o r a s
F i f j . 2 7 . F e r m e n t a d o r  H l .  I n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de f u e n t e s  
n i t r o g e n a d a s  s o b r e  el  d e s a r r o l l o  d e l  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m  en  
f e r n i e r i t a d o r e s  a g i t a d o s  m e c a í i i c a r ú c n t e  .
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í e r r n e n t a d o r e s  a g i t a d o s  e m p l e a n d o  e! m e d i o  b a l a n c e a d o .



Fi g. 29.  Fer i ì i ent ador  Y .  ! n f ! u e n c i a  del a g r e g a d o  g r a d u a i  de e x t r a c t o  
de l e v a d u r a  sobre el c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  .



EatMáXoB de »»aolÓn
Como áltlM etapa«. 4e laa experienoiae efectuadas en escala 

de fermentadores de laboratorio se realisaron una serie de experien 
das en el rango de condioiones de optraoiÓBf para las cuales 
se obtuvieron oultiroe homogtneos» correcta evolución del pH 
X curvas de crecimiento con bajo tiempo de generación* lera 
tal fin se uelecoionaron oondiciones» variando durante el 
proceso el caudal de aire y/o la velocidad de agitaciónf segán 
se indica en la tabla 1 1 * Fstae modifiopoionee ee efectuaron 
pax̂ a el rango de condiciones de agitación de 2^0 a 400 rpm y 
aeración 0»1 2 $ a 3 f00 V/y*mln*

Loe resultados obtenidos se observan en las figuras 309 31#
32f 33f 34» 3^ y 36 donde se ve» en general, que aquellos pro
cesos en los cuales se varía el caudal de aire durante el curso 
de los mismos» dan curvas de crecimiento simllcres a aquellas 
experiencias realizadas sin variar la velocidad de agitación 
y manteniendo el caudal constante* Se observa que en los pro
cesos que se inician con los más bajos caudales de aire» tanto 
a 2^0 como a 275xpm» la curva de pH tiene una evolución aimilar 
a la curva testigo* En lo que respecta a la observación micros
cópica» se comprobó que en todos los procesos las cólulas pre
sentan gran movilidad y el aspecto del cultivo se mantiene 
iioxoogineo* En la figura 31» que corresponde a una experienoia 
donde se trabajó a un valor de agitación muy bajo (140 rpm) 
y caudal de aire alto (3 V/y^min), se ve que esas condiciones 
no son favorables» dada la evolución que presenta la curva 
de crecimiento* En lo que respecta al proceso donde se varía 
la agitación y el caudal de aire se obtienen ourvas de oreoi- 
miento muy siiuilares a la curva testigo*
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Oomo oorolurio ú.% estas ixnrestigaoiones se paede afirnar 
OLUSt empleando fermeniradores oon agitaoi6n meoínioa es posil>le 
Tariar la Telooidad de agitación j los roldmenes de aire 
durante el prooesot oon lo q,ue se llegan a obtener rendimientos 
oeiulares y evolución del similares a los obtenidos a caudal 
oonsvante* listas modifioaoiones que son posibles de aplicar 
durante el proceso se traducent desde el punto de vista teono- 
lógioof en aberro energía lo que permite la dleminuoión de 
loe ooetos de operación*
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Tabla 11
Üorxilotor.es (Je o

liiearo .lora de jjroceao Aj,i tjación rpz& Ct».acL.l do aire
v/7-iiln

O -or
40 -

2 }̂40
fin

2bO
2^0

0 ,250
0 ,500

II

III

IV

TI

C
2540

4C
fin

O - fir

0
20
2535

20
25
35f i£i

0 - fili

250
250

'•»rrV '

2/5275
275

275

140

0,2500,500
0,750

C,5C0

0,125
0,5000,750

C,̂ 00

3,ÜOü

VII C - 25 
25 - fin

200

4v̂ 0
0,250

0,500
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ENSAYO AOttONOMlOO

S« r#alis6 un ensaco a^onómioo a loa afectos de determi
nar si las Tsriables estudiadas• en lo que se refiere a balan
ce de medio j  condiciones de operación modifican o no las pro
piedades del Rhigobium Japoziioum £ 4$# en cuanto a inrasiTidad, 
poder de nodulación y capacidad de fijación de nitrógeno*

£ 1 ensayo se realizó con soja cultivada artificialmente9 

en cámara climatiaadat con control de luz 9 temperatura y
humedad9 de acuerdo al mótodo indicado por frique Sohiel y

(39)colaboradores •
La oámara de cultivo está integrada por tres locales t 

cámara propiamente dioha9 antecámara y sala de máquinas* La 
cámara mide 4#50 m de largo x 3»50 m de ancho* Las paredes 
están aisladas por una capa de telgopor de 50 mm de eapesor9 

terminadas en cemento alisado y pintadas con pintura de alumi
nio* %  la parte superior se ha instalado una plataforma des- 
plazable que lleva 102 tubos fluorescentes Qrolux de Sylvania9 

de 40 w y ubicados a una distancia de 5 cm entre si9 que 
forman una superficie reflectora homogónea* La instalación 
cuenta con un sistema de aire acondicionado con una capacidad 
de 5 HP9 que está conectado directamente a la cámajeai la•ftemperatura es regulable antre 15 y 35^0 r l^C y se controla 
en forma automática* En el interior se han colocado dos 
mesadas de alambre de 4940 m x I920 y 39?0 x I920 respectiva- 
mente9 sostenidas por caballetes* Sobre estas mesadas se han 
distribuido las macetas para realizar los ezisayos con plantas* 

Se utilizaron para esta experiencia semillas de sojS9 

variedad Lee* Esta variedad es simbiótica con la cepa de 
Hhizobium utilizada (E 45)9 es una variedad semitardla9 con
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un periodo de nmoimiento floraoión aproxiroadaaente de 43
dlaog ai la eiembra ae reallsa en el mea de enero en la

(40)provinola de Ba Aa« \

Laa oondloionea olimàtioaa de la olmara de oultivo ae 
aguataron de aouerdo al eatudlo reallcado por el Ing» Antonio 
Paacale j  c o l a b o r a d o r e s para un enaâ ro de 45 a 50 dlaa 
de duraoiónt deade la alambra haata la floraolónt lo qua 
oorreaponde a una alambra en el mea de enero (12 «*!) 7  

floración en los primeros dlaa de marzo (1 III) (48 días 
en total)t en la Pola* de Ba«Aa«

7

Se promediaron loa datos sobre horas de luz y aoumulación 
de temperaturas para periodo del año en la Pcia« de Ba«As«| 
de aouerdo a los cuales se estableció. :)ara el ensayo 13 horas 
diarias de luZf 28^0 de temperatura durante el día y 18^0 
durante la noche» y una humedad de 70 a 80 ^ durante el día 
y 90 a 95 ^ durante la noche« Una vez fijadas estas variables 
fueron controladas automáticamente durante todo el ensayo«

£1 cultivo se realizó en forma hidropóxiica» utilizando 
como soporte vermiculita dorada tipo TD 2» lavada» y como 
recipientes para plantas macetas de barro cocido de 18»5 om 
de altura y 7 cm de diámetro interno en el fondo y 9»5 cm 
en la boca» y orificio basai pectueño« Las macetas se han 
apoyado en recipientes de plástico» individuales» de 10 om 
de diámetro y 5 cm de altura» adecuados al sistema de sub- 
irrigaoión« £1 riego se realizó en forma individual en cada 
maceta» con el objeto de evitar oontaminaoionea entre los 
diatlntos tratamientos« Durante todo el ensayo ae utilizó una 
solución de riego hidropónioo» carente de nitrógeno ouya 
composición se indica en la tabla 12«
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;aoi.u U

i;múQ^ííQX.>i.

; 'xorof.:* ‘•rji.c.t-ut.j

#01120 x,6 8
30.4*1.7 U^O 4 S

H,0
mi

16,3 ¿s
tíO H- 13,6 c3 3

3t4
J0.íe.7H„0 4 ¿

13,0 €
«jy.ií«i-.2II,.C

d C
1»6

ísmcx'w  »trieiitap

225 a
95 s

S^SQ.-TUgO 155 g
Í13.¿;30̂« 129 8

l/í* aipuoia de m aronutrlenfceí’., bCX) en tot vi, lao "ejioler 
ccn 472 mg d© Í4i *.©*cXa de axcronufe*i©r<^6a« SI e^^i© ̂ da
©I. ex xxe^o xiera 2,6 ^ o© la ixesoxa flr.al de oô apo ent©ü 
BÍXidC/ft vv>i‘ 4.x tro d© la dcjtlxada.

Pitra srrepajrai^ l a  ©oI uc1^ j > de x*xoi|o ©o n,;;;rfc,,Ju*Dn a l  a^ua 

ile a t llu u a  lo a  oaoronu t r ie n  t e s  er forriia d© iic^lau e á lit ía a  y  

lo© nxcroi uLrieíiU©« a  p r t t r  de una uolucl^n  ©n^írxca«
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Las ssBúllas de soja se desinfeotoron oon agua de bromo al 
durante 6 minutos se enjuagaron rápidamente oon agua

destilada estáril dos veces y se secaron entre papeles de 
filtro y aire a 35^0* Las semillas antes de ser sembradas 
fueron sometidas a un ensayo para medir de germinaoián*
Para ello se oolooaron 100 semillas en una bandeja^ cubiertas 
con Yermioulita humedeoidat se colocaron en una estufa a 30^0 
y después de 5 días se conté el ndmero de semillas germinadas«
£n base a este ensaco se calculé el ndmero de semillas a 
sembrar para asegurar el nacimiento de 4 plantas por maceta«

Esta experiencia se diseñé oon criterio estadísticoi para 
analizar los datos por el método de la Yarianciay confirmán
dose las diferencias entre medios mediante la aplicación de la

(42)prueba de Tukey # Se realizaron tres tratamientos! 1)Semillas 
sin inocular; 2)SemiUa8 inoculadas con un inoculante testigo; 
se eligió como testigo el inoculante preparado por el método 
que utiliza INTA# con cultivos frescos en agar de Ashby modi
ficado y suspensión de las bacterias en el mismo medio líquidoi 
antes de proceder a la inoculación; 3)Semillas inoculadas con 
caldo de fermentación obtenido en tanque agitado en las siguien
tes condiciones de operación! 250 rpm j  0 $ 3 V/y«mini OAix=894f5ml 
O^/l^bt 66 horas de proceso y utilizando como medio de cul
tivo el medio balanceado (Tabla 5}«

Por cada tratamiento se hicieron 5 repeticiones de 20 mace
tas c/ut lo que corresponde a 30 plantas por repetición y 
400 plantas por tratamiento« Además para eliminar los efectos 
de borde (diferencias de iluminación) fue necesario agregar 
40 macetas más« A las repeticiones se las designó oon las 
letras Af Bg Cf D y £• La distribución de las macetas dentro 
de la cámara se realizó al azar«

Las plantas se dejaron desarrollar hasta que un alto por-
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oantajg de plantas presentaron unas pooas flores# Las plan
tas fueron ooseoliadas a los 45 días de la siembrai cortando 
la parte a&:*ea« Además durante todo el tiempo que duró el en
sayo se hioleron obserracionea diariamentef del aspecto de 
las plantas• j  una res cortadas9 de todas las ralees#

las plantas no inooúladas se observó una marcada 
clorosis que comenzó a insinuarse a loa 25 días de sembradas# 
Las plantas inoculadas (tratamientos 2 y 3) presentaron oolor 
verde muy intenso durante todo el ensayo# Las raíces de las 
plantas inoculadas presentaron nodulaoión en el 100 ^ de los 
oasosi observándose nódulos coronarios de tamaño considerable# 
No se obse^ó le presencia de nódulos radicales en las plan
tas cultivadas sin inocularg en ningdn caso# (fig# 36 y 39)

Las plantas fueron cortadas todas el mismo día y distri
buidas sobre las mesadas de la misma cámara^ separadas por 
repeticiones y secadas a la temperatura de 30 - 35^0 y 20^ 
de humedad durante tres días# Luego se secaron en estufa de 
tipo industriaO.9 con circulación de aire durante 45 horas a 
57*0#

Las plantas de oada repetición fueron molidas con un 
molino elóotrioo WiUy^ homogeneizadas y envasadas eii bolsas 
de polietileno# Para oada repetición se determinó el peso de 
material seco y ^ de nitrógeno# Para extraer las muestras 
se realizó previamente un cuarteo y las determinaoiones 
se realizaron por duplicado# Para el análisis de nitrógeno 
se empleó el método de KJeldcüil# Los reaultstdoa obtenidos 
se indican en la tabla 1 3 «
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Tftbla 13

oî teiiXcigg e» •! aiiAXxals de nitr̂ -̂eiiO y ?natcrla eeoa

Trciti.u.iei ti .i-uufc'orti i/t.i‘tex‘ia seca i.' n N total

1 A 43,62 1,30 0,64
1 1  B 44,44 1,19 0,52

( 3Jlu .t̂ odujLùi'ita) 1  0 52,25 1,27 O9G6

1 i) 50,35 1,37 0,69
1 54,56 1,36 0,74

2 A 57,92 3,03 1,75
2 2 B 4lf b6 3,34 1,39

(Iiioculado con 2 0 57,34 2,35 1,69
cui'i.ivo en 2 53,28 3,20 1,70
d e Aahby) 2 £ 49,52 3,09 1,53

3 A 54f66 3,32 1 , 8 1

3 B 53,23 3,26 1,70
3 3 C 46,67 3,13 1 ,5 2

(IrociAlac* con 
OcuLdo roriiioi.tador 3 i> 4 8 ,10 3,14 1,51
2i>C r̂Jia j C,5 3 ii 49,68 2,99 1,48
V/V.mlr* aire)



io Uaicea ue jĵ uiiUaa de î oja sili ii.ocular



iî’ig* 39 itaícea de plantas de aoja inoculadas



AnAlidi» nmnárioo»
Los % do nitrégono so anslisaron por si método do 1« 

TarianolSf oomporando la dlfsrenoia entro los promedios median
te la prueba de Tukey*

Tratamiento
Hepetioiones ^

A B C D B

1 1,30 lfl9 1|27 1,37 1,36 6,49
2 3.03 3» 34 2,95 3»20 3.09 8S 15,61

3 3.32 3,26 3.13 3,14 2,99 m 15,48

d; -7,65 ;U 7 i7 9 S-7,35 5̂ »7,71 Se »7,44

Termino de coxxecol^n ^^eneral)n* de trat*z n^ de repet*
Total generali 7»65 7»79 + 7»35 + 7»71 + 7»44- = 37t94

2 *T.c. « 07i24.L »3x5
T*C* » t^mlno de correool^n 

LeteriBlẑ n<?̂ p̂ de la suma de cuadrados
A) D»1 total! (1,30)^ ♦ (1,19)^ ♦ (1,27)^ ♦ (1,37)^ + (1,36)^+

+ (3 i0 3 )^  + (3 .3 4 )^  + (2 t95 )^  ♦  (3.20)^* + (3 ,0 9 )^ +
♦ (3 t3 2 )^  ♦  ( 3 .2 6 ) *  + (3 ,1 3 )^  i  (3 .1 4 ) *  ♦  ( 2 ,9 9 ) * -

- T.C.' - il.57
B) Bel tretaaieatoi (6.49)*-» (15.61)*-» (15.34)* - t.C. « 11.38

5
C) Pe repeticionest

( 7 .6 5 ) * »  ( 7 .7 9 ) * f  ( 7 .3 5 ) * *  ( 7 .7 1 ) * *  ( 7 .4 4 ) *  -  i . o . .  0 ,04
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D) D«1 «rrcKTi A J « Suaia d è i 0«Total « 3«C«de trat«« U»97 
« Ufid « 0»19

P»trmip.^ol6n del ouadrado madio o varialiola
Ouadrado medio i Soma de ouadi*adoa

gradoB de llbertad
D*1 «rroTi SaOtJEEor , = 0,016

12 12

S«1 tratamlcntoi 3«0»trat. _ 11.38 „ 5*69
2 2

P a Cuadrado medio mayor « 355,62
Cuadrado medio menor

F m 3 ,8 9 (5^ de probabilidades)
F « 6,93 (1^ de probabilidades)

Satos valores demuestran q,ue existen diferencias ^tómente
í

Bignifioativas entre loa tratamientos«

Oacxdro reBÛ nen del análî i¿3 de 1 ■ varxĉ .cia

Fuentes de 
valuación

Grados de 
libertad

doma de 
cuadrados

Cuadrado
medio F F

tabular

Tratamiento 2 11,38
»
5,69 355,62 3,89

5^
i

Krror 12 0,19 ’ 0,016 6,93
lÿi

Total 14 11,57
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Se ooiLpleta la prueba de isis diferencias mínimas signifi
cativas con la prueba de ?ukey*

A „ <1. _a_
vr

8 =yc7i.‘drror r - de repctidonea

'̂ ü,05
^Ú,01
A/,oí>

A:, 01 =■■

3,77
5,04
3,7? V O.OIS

■ {T

5.04 Vo.016'
T T

a = 0 ,1265  (error otandard)

YiT'= 2,236
- C,2H (liifcrejicia aignificativa

con una probabilidad de error de
5̂ )

■ = 0,282 (Diferericiu itiijiita ijif̂ nlflcativacon oaa ¿>robabi.i.i.dad de error de 
x;-i)

Valora-i uroajedi-o áel 5» d« ni'¿r6/<eno para cada tratamionto

6,49/5 == 1,293 
15,61/5= 3,122
ir,?4/r,= 3,163
Coei’i.c.xei.te ae variabilidad CC.V»)
C*V.  ̂ 5 . 100 = 0.1265 . 100

i gr>‘l 2,53
5 3Í

Ouaciro uc u

, 1 = l,2a8 ■2 = 3,122 3 = 3,168

I = 1,293 — 1,324 1,870

2 = 3,122 - - 0,046

8Í
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OonoJLusioxiea

Ck>mo rebultado de los estudios realleadoa se ooiioluyet
1 ) Jiéíi cuanto a los estudios sobre balance de medios« donde 

se considera la influei oia de la naturaleza de la fuente de 
carbono se comprobó que la cepa en estudio no metaboliza los 
dlBaoáridos empleados» So ha demostrado que entre las fuentes 
utilizadas por el microorganismo existe una notable diforenoia 
en lo que se refiere a su xnfluenola sobre la velocidad de ore- 
oimiento de la oepa« dependiendo de la naturaleza de dicha 
fuente» Se ha comprobado qpie el glicerol ee el oonpuesto de 
elección« resultando la&e efectivo que el manitol que hasta el 
presente ha sido la fuente de carbono tradicionaXTiOiite utili
zada»

Coxi referencia a las fuentes de nitrógeno estudiadas« es de 
destacar que la incorporación de fogfato dlamónico produce un 
efecto favorable en la evolución del pH a travós del proceso»

Por otra x>arte« la modifioación introducidn en cuiaito a 
los niveles de extracto de levadura empleados, permite fijar 
un límite máximo ( 4 ¿^l)t y» concentraciones superiores 
producen efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular» EL 
medio seleccionado« con una concentración de 10 g/1 de JLi- 
cex'ol y 4 g/1 de extracto de levadura, permite la obtención 
de cultivos con tiempos de gei^eración de 3 horas»

2) Los ensayos agronómi.CüS realizados en una cáiara oii- 
matizada empleando suspensiones de Rhizobiim .lL¿.>a..xoum obte
nidas con el medio y condiciones de operación optimizadas« per
miten predecir el buen comportamiento de la oepa en cuanto a
su capacidad simbiótica« ya que loa resultados obtenidos« mues
tran el excelente oomportami. nto de la misma en cuanto a su 
capacidad de nodulaoión« invasividad y poder de fijación de 
nitrógeno»

3) En cuanto a las experiencias en fermentadores es de 
destacar que se han optimizado las condiciones de operación
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dttmustráridoae que oon el medio balanceado j  Talores de velocidad
de euministro de oxigeno (OAR) de 94#? mi 0 ^ 1 ^ h  ae obtienen
a laa 48 Aoraa de prooeao auapensionea oon un námero de ollulaa

10 , .viables de !• 10 oelulas/mlt
4) Con este trabajo ae establecen laa oondioiones teonol6- 

gimas óptimas para la obtención de cultivos de iüiizobium lapo-» 
nioun £ 4$t factibles de ser trasladadas a escala industrial en 
la producción de un inoculante para sojag en nuestro pala*
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