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1.- ACTIVIDADDEL AZOTQBACTER.Inhibición por el oxá

gano. Introducción.
En la bacteriologia del suelo se considera de suma

importancia 1a acción de una bacteria aerobia asimbiótica fi
Jadora de nitrógeno, que pertenece al género Azotobacter.

Principales caracteristicas del género Azotobacten
células sin endosporas, bacilos y aún cocos relativamente ­
grandes, a veces parecidos a levaduras, móviles por medio de
flagelos peritricalesg Gramnegativas, aerobias estrictas, a
que suelen crecer en peliculas sobre la superficie del medio
de cultivo. Puedenfijar nitrógeno atmosférico si disponen e
de carbohidratos u otra fuente de energia. Crecen muybien u
en medios escasos de nitrógeno. Bacterias terrestres y acuá­
ticas (3).

Desde el descubrimiento del ¿ggïghagtgg por Beije­
rinck, el problema de la influencia del oxigeno sobre su dee
sarrollo ha sido tema de amplias investigaciones y lo es afin
en la actualidad.

Los primeros investigadores que hicieron notar la
influencia negativa que tenia el aumentode la presión par­
cial de oxigeno en la fijación del nitrógeno por el Azotobac
tg; fueron O. Meyerhof y D.Burk (15) hace más de treinta.afios
Estos autores cpinaban que la máximafijación de nitrógeno ­
tenia lugar a una presión parcial de oxigeno de 0,03-0,04 a:
mósferas y que la inhibición total de la fijación ocurría a
presiones parciales de 0,6 atmósferas.

Dado que el Azotobacter se considera un górmen ae­
robio estricto, estos resultados no concuerdancon lo espera
do.

A las conclusiones obtenidas por 0.Meyerhof y D. ­
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Burk, parecia no habérsele dado 1a importancia debida. Aunqua
los mecanismosde fijación y de respiración son probablemen­
te independientes, la presión parcial de oxigeno influye, no
sólo sobre la intensidad de respiración del Azotobacter, si­
no también sobre la fijación del nitrógeno.

En cultivos prolongados, adicionados periódicamen­
te de sustancia orgánica muestran que la oxidación se reali
za, mientras que la fijación no (8). Desdeel punto de vista
energético, la fijación debe seguir a 1a respiración.

En trabajos de Wilson (23) y D.Burk (6) y (15) se

muestra que en los procesos de fijación las moléculas de oxi
geno y de nitrógeno no entran en Juego, sólo interesa la prg
sión parcial de oxigeno y afirman que éste no es un inhibi ­
dor especifico de la fijación. P.Wilson y R.Burris (24) sosa
tienen que la influencia negativa de la presión parcial de g
xigeno sobre la fijación del nitrógeno por el Azotobacter,sg
ría fácil de explicar por el aumento de la oxidación de la —
sustancia orgánica a altas presiones, ya que, entonces dicha
sustancia resultaría carencial para la construcción del cue;
po bacteriano, no pudiendo por lo tanto multiplicarse. Pero
ei a estas altas presiones 1a respiración disminuye, la cau­
sa de la influencia negativa de las altas presiones persia —
lee de oxigeno, sobre la fijación del nitrógeno, ya serianás
dificil de explicar.

M.Fedorow (7) afirma que en presencia de excesivas
cantidades de oxigeno esta bacteria desarrolla en el limite
de las fases solución nutritiva/aire.

Otros autores afirman que el desarrollo del Azoto­
bacter sólo se realiza en la superficie del medio, pero no —
debajo de ella.
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Conreferencia a la influencia que tienen las pre.
siones parciales de oxigeno en la respiración de los micro ­
organismoey en especial, en el Azotobacter chroococcum, las
conclusiones son distintas.

Diversos autores opinan como 0.Warburg (20) acep —

tan que la presión parcial de oxigeno no influye en la integ
sidad de respiración de las células saturadas con sustancia
orgánica.

Estos investigadores sostienen que es suficiente ,
para mantener una reapiración normal, una presión parcial ­
muybaja, del orden de 10-5 atmósferas (22). Otros autores ,
en cambio, dan valores de presiones parciales de oxigeno mu­
cho más altas para respiraciones normales (hasta 50 mmde ­
mercurio) (10), (19) y (25).

Luego hay investigaciones en las cuales se demos­
tró que recien a presiones parciales mayores de 0,21 atmósfg
ras, se realizaba la máximaactividad respiratoria (16).

H.Gerard (ll) Opina que la influencia de las pre ­
siones parciales dependede la relación que existe, entrelas
concentraciones de oxigeno y de sustancia energética.

C.ZobeJiy'J}Stadler (26) indicaron que hasta una ­
concentración de sustancia orgánica de 34,5 mg/L, 1a presión
parcial de oxigeno no tenia influencia sobre la respiración.

O.Meyerhof y D.Burk (15). 0.Meyerhof y W.Schulz(l7)
J.Blom (4) y J.Fife (9), investigaron la influencia que te ­
nia la presión parcial de oxigeno, sobre la respiración del
Azgtobgctgr chroocggggg. Estos invewtigadores exceptuando a
J.Fife, demostraron que con el aumentode la presión parcial
de oxigeno, disminuia la intensidad de respiración del Azoto
bactgr ggroogoccgm,siendo esta máximaa presiones parciales
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de oxigeno de 0,15-0,17 atmósferas, disminuyendo su intensiw
dad por encima o por debajo de estas presiones. J.Fife opina
ba lo contrario.

Trabajando con Rhizobium, C.Georgii y P.Wilson (12)
llegaron a las mismasconclusiones que J. Fifa.

Siendo el metabolismo del Azotobgcter ggroococggg_
similar al del ggiggbigg, se podria suponer la validez de eg
tods resultados.

D.Burk (6) estableció que en la respiración del g;
zotobacter_ggroocoqggmtiene lugar una inhibición de concen­
tración para los dos reactantes: glucosa y oxigeno.

Esta dependencia de 1a sustancia orgánica y exigen
no se manifiesta en la formación de peliculas de desarrollo,
del tipo de anillos de Liesegang.

Para estudiar el comportamientodel desarrollo del
¿zgjghagjgr_ggrgggggggm en medios de cultivo conteniendo di­
ferentes concentraciones de sustancia orgánica y a diferen­
tes presiones parciales de oxigeno se hicieron los alguien a
tes ensayos que se detallan en el punto II.
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e II.- EQÉMACION DE LOS ANLQLQQ¿HE LIESEGANG

El primer investigador que observó el desarrollo ­

de bacterias, en forma de lineas, fué Beijerinck (2) y las ­
llamó lineas de respiración, porque en su formación tenia ig
portancia el oxigeno del aire.

Tanto I.Braun (5) comoJ.Williams (22) observaron
zonas bacteriales en silico-gel, con soluciones nutritivas v
diluidas y en tubos de ensayo, trabajando con altas presio ­
nes parciales de oxigeno. Estos dos autores encontraron sim;
litud entre este tipo de desarrollo y los conocidos anillos
de Lieeegang.

Trabajando con una cepa de Agotobggtg; ggroggogcgg
provista por el Instituto de Suelos y Agrotecnia (hoy depen­
diente del Instituto Nacional de Tecnologia AgrOpecuaria), —
donde realicé estos ensayos, observé la formación de los ani
llos de Liesegang.

Se hicieron experiencias con medios conteniendo di
ferentes concentraciones de sustancia orgánica y trabajando
con diferentes presiones parciales de oxigeno.

Se sembró el Azotobacter cargococcum, en agar nu —
tritivo al 0,3%para obtener un agar blando y favorecer 1a ­
traslación de las bacterias.

El medio usado fué el siguiente:

K2HPO4 + KH2PO4 2 gr (pH=7.3)

804Ca 0,1 gr
804Mg 0,2 gr
CINa 0,2 gr

MoO4Na2---------------- -—0,04 gr

C13Fe trazas
804Mn trazas

Aguadestilada ------- -- 1000 cc.
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Las experiencias se realizaron usando comosustan­
cia energética manita en las siguientes concentraciones HJgSL
1 gr/I, 0.1 gr/L. 0,05 gr/L; y 0.01 gr/L­

E1 medio de cultivo se enVasó en tubos de ensayo u

Cuandose hizo la siembra, se trató de que el agar
estuviera fundido y enfriado a mas o menos 30°C-40°C, para —
distribuir uniformementeel inoculum.

Se sembraron con una gota de un cultivo de 24 ho —

ras cinco tubos de cada concentración de manita, se incubó a
30°C en estufa.

Haciendo lecturas diarias se observó a los dos o e

tres días, el desarrollo en forma de discos sucesivos en prg
fundidad. Esto llamó la atención tratándose de una bacteria
aerobia estricta. La profundidad de los discos de desarrollo
del Azotobagter enroocogcumvariaba según la cantidad de ma­
nita presente en el medio.

Esta profundidad era inversamente proporcional a u
1a concentración de sustancia energética. Los mismosresulta
dos se obtuvieron repitiendo el ensayo cinco veees y reempla
zando la concentración de manita por glucosa en cantidades g
nergética equivalentes.

Se puede explicar esto debido a la difusión del o­
xigeno en el medio, que va aumentando su concentración, con

el correr de los dias y a la disminución del material energá
tico por el consumobacteriano, mostrando que existe una de­
pendencia directa entre las concentraciones de oxigeno y de
sustancia energética.

Los discos del Assiehaeisa_snzagegessm de desarro­
llo discontinuo en dirección hacia el fondo del tubo, serian
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un ejemplo típico de anillos biológicos de Liesegang. Puesto
que los anillos de Liesegang se forman por la difusión cañón­
anión de la solución superpuesta sobre gel.

Para comprobar la difusión del oxigeno en el medio,
se sembraron tubos agregando Azul de metileno 1/200.000, y ­
se observó que quedaba de color azul la porción que estaba —
sobre la película de cultivo, no observándose coloración por
debajo de ésta.

Mirando el tubo se veía que la película dividía a
este, en dos bandas, una superior color azul que era la zona
de oxidación, y otra inferior, incolora, que era la zona de
reducción.

Pero se observó que a medida que se envejecia el w
cultivo, tomabatodo el mediocolor azul, pues la película no
era capaz de retener el oxígeno.

“J
::::j discos de

desarrollo peíicula
zona deCOIOrada

Fig.l



Fig.l- Películas de desarrollo sucesivas formadas
por el Azotobacter_ghroococcgm, a) medio de cultivo + 0,3 %
de agar; b) idem + azul de metileno.

Tambiénse hicieron ensayos para tratar de deter­
minar, la influencia de las distintas presiones parciales —
de oxígeno, pero trabajando con una concentración de manita
de 0,1 gr/L.

Usandouna técnica similar al ensayo anterior, se
sembró con Azotobaqter chroococcgm y se incubaron cinco tu­
bos en un desecador conteniendo una presión parcial de oxí­
geno de 0,1 atmósferas, que se consiguió substituyendo par­
te del aire por oxígeno. Se colocaron en estufa a 30°C.

Al mismo tiempo y en forma paralela se realizó un
ensayo similar pero a presiones parciales de oxigeno de 0,2,
0,3, 0,4 y 0,5 atmósferas.

Los resultados de esta experiencia se pueden obsgr
var en la figura 2.

O

¡»J

Profun­
didad
de las
pelicu­
las

(h)
en m.m. - \.\

. . \\.Zd 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

P02(atm) F18"?

'xOCOQChm-FUJN

¡.4O
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' Fig. 2.- Influencia de la presión parcial de oxí­
geno (ox1geno disuelto en el medio), sobre la profundidad ­
de desarrollo del AZOtobacterchrongqggg.

Para ver si se repetía el mismoresultado anterkr
se hizo otra experiencia a presiones parciales de oxígeno —
de 0,01 , 0,05 , 0,10 , 0,21 y 0,50 atmósferas, siempre con
concentraciones de manita de 0,1 gr/L.

Los resultados obtenidos fueron análogos, y en el
gráfico N03, se expresan en función del tiempo.

Profun­
didad
de pel;
culas

(h)
en ¡11.111.

2
/

msïmm-p-wmt-Io

¡l
/

“OM ¡.a md­B

./
/

U14>LuNrJ
llIlIIlll

OOOOO

Ñ
¡.1O

k3
l

lO
?/

Tiempo (días) Fig 3

Fig.3— Función del tiempo en la formación de la ­
película de desarrollo del Azotobacter chroococcug.

Luego se trató de ver la influencia de laconcen —
tración de manita, sobre la formación de los discos de desg
rrollo del Azotobagter chroococcuma distintas presiones ­
parciales de oxígeno.

Para esto se usaron concentraciones de manita de

50 gr/L, l gr/L, 0,1 gr/L, 0,05 gr/L y 0,01 gr/L y presio ­
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nes parciales de 0,2 , 0,4 , 0,6 y 0,8 atmósferas.
Se sembraron cinco tubos de cada concentración de manita.

La técnica usada fué similar a las experiencias anteriores.
En la figura 4 se detallan los resultados obtenims

al cuarto día de cultivo.

o

2.‘\\ .._,__, L2
Profun- 4_-\< “’"‘""‘*n‘..
didad \ . 1:50 g/L manita

de peli 5- ;:\‘\\\\\\\\\ 2:1,0 " "
culas 8- ‘ _ :0'1 u n

\ HII

16- .

18- \
20 1 l a u

0,2 0,4 0,6 0,8

(h) lor _en m.m. :0 01 " "
12- . \\\<¿ 5 ’
14- 4 \\\

5

P02(atm)

Fig.4- Influencia de la concentración de manita sg
bre la profuniidad de formación de películas de desarrollo ­
del Azotobacter chroqcoccum.

En todas estas experiencias se observó también la
formación de los anillos de Liesegang y se comprobó nuevamen
te que existe una relación directa entre la concentración de
sustancia'orgánica y el oxígeno disuelto en el medio (presün
parcial de oxígeno), que se pone de manifiesto en la locali­
zación de las películas de desarrollo.

Sembrando diez tubos conteniendo el mismo medio,pg
ro con 3%de agar, no se forman los anillos de Liesegang,pxs



-11­

esta concentración de agar impide el movimiento de las bactg
rias.

Pero se forman colonias puntiformes, a una determi
nada profundidad, proporcional al tiempo y hacia el fondo ­
del tubo, asamedpandoeea la ubicación de las películas, y —
desarrollando a medida que la concentración de oxigeno es la
óptima.

Para averiguar si estos fenómenosera propios del
comportamiento de un germenaerobic, se realizaron experien­
cias similares, con una bacteria aerobia estricta comolo es
el Bacillus subtilis. Conun cultivo de 24 horas en caldo cg0..

múnde este bacilo, se sembraron tubos con caldo de carne en

la siguiente dilución 1:1 , 1:2 , 1:4 , 1:8 y 1:16, contenta
do todos 0,3% de agar.

El ensayo se realizó por triplicado y se incubó a
37°Cen estufa. Se hizo la primer lectura a las 24 horas, ob
servándose que: en la dilusión 1:1 no habia desarrollo en e
ninguno de los tres tubos y en las diluciones siguientes se
vió una pelicula de desarrollo más alejada de la superficie
cuanto más diluido era el medio.

La lectura realizada a las 48 horas mostró que: en
la dilución 1:1 habia desarrollo en 1a superficie y en las ­
diluciones sucesivas, y a medida que disminuia 1a concentra­
ción del medio, la película de desarrollo aumentaba su gro ­
sor y su profundidad hacia el fondo del tubo. En la tabla N°
l se dan los resultados de esta experiencia, al sexto día.

Dilucicnes del Profundidad de desarrollo
_____h salio H Límites .(ppjn-.l‘[i_._velmediofmm)

1:1 O-l 0.5
1:2 0-2 1
1:4 0-3 1,5
1:8 0,5-4 2,3
1:16 2-8 5



- 12 ­

Tabla N°1—Profundidad del nivel de desarrollo del
Bacillus subtilis en tubos de medio con 0.3% de agar.

Este ensayo se repitió varias veces y se obtuvie ­
ron los mismosresultados.

La combustión de la sustancia orgánica depende de

la concentración de oxigeno necesaria para su oxidación. A i
gual cantidad de calor de combustión¡ corresponde igual can­
tidad de oxigeno.

Cuanto más concentnada es una solución energética,

más oxigeno se necesita para su combustión, por lo que se e;
plicaria que las peliculas de Azotobactgg chroococcumse de­
sarrollan más cerca de la fuente de oxigeno.

De estas experiencias se comprueba que el Azotobac
ter chroococeumdesarrolla en el limite de las fases solución

nutritiva/aire cuandola concentración de sustancia orgánica
es mayor o igual a 0,1 gr/L.

Debajo de esta concentración lo hace, en profundi­
dad. Debido a esto, no puede ser considerado anaerobio facu;
tativo porque no puede desarrollar en ausencia de oxígeno.

Con esto se contradice la opinión de J.Fife (9)Que

afirmaba que el ¿ggtpbacter chroococcugdesarrolla anaernbi­
camente y se compruebalo acertado del criterio sustentado ­
por 0.Meyerhof y D.Burk (15) sobre la influencia del oxige­
no en el desarrollo del Aggighggtgn_ghggpcoccug.
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III.- PROCESOS DE OXIDO-REDUCCIONA DISTINTAS

___.*r CONCENTRACIONES QENQEUCOSA

Lo demostrado en las experiencias anteriores, com­
prueba que a concentraciones de sustancia energética menores
a 0,1 gr/L, el Azotgbacter chroocoocumdesarrolla en profun­
didad en el medio, Notándose que tiene tendencia a retirarse

de la fase solución nutritiva/aire, o sea, alejarse de 1a ­
fuente de oxígeno, formando una serie de discos del tipo de
los anillos de Liesegang.

Esto corrobora la teroria de 0.Meyerhof y D.Burk ­
(15) que sostenían que cuanto más bajas eran las presiones ­
parciales de oxigeno, tanto mejor era utilizada la sustancia
energética.

Teniendo en cuenta que las condiciones de óxido-r3
ducción de la solución, son las que regulan la ubicación de
las colonias de bacterias, según algunos investigadores (1)y
(13), se realizaron ensayos para comprobar el grado de impog
tancia que tenian estas condiciones.

En el siguiente medio de cultivo:

KÏ2HPO4 + KHQPO4 2 gr (pH=7,3)

504Ca 0,1 gr
CINa 0,2 gr

NaMoO4 0,04 gr

Cl3Fe vestigios
804Mn vestigios
Agua destilada --------- —u1000 cc.

con cantidades diferentes de glucosa 0,1 gr/I, 1 gr/L y 10
gr/L, se determinó por método electrométrico el potencial de
óxido-reducción del medio con las diferentes concentraciones
de glucosa que se representan en el siguiente gráfico.
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450%

440?
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Eh(mv.) \\\\\\\\x\
420- \\¡Nk

410. )\
400 L ',,

T l l }rL 4‘
0,5 1.o 10,0

Concentración = g/L

Fig N°5
Fig. 5- Potencial de óxido-reducción del medio de

cultivo, con diferentes concentraciones de glucosa.

Lainvestigación de las condiciones de óxido-reduc- N
ción de un cultivo de Azotobggtg;_ggrogqggggg por medio de ­
indicadores, muestra que el potencial se encuentra en la zo­
na positiva, debido a 1a decoloración de los siguientes indi
cadores:

Azul de metileno ( +11 mV.)

Thionina ( +62 mV.)

O.Bromofenol—Indofenol ( +230 mv.)

En la experiencia no se decoloraron:
Rojo neutro (- 340 mV.)

Verde de Jano (- 225 mV.)

Por encima de 1a sona de + 230 mV. hubo que hacer
una medición electrométrica directa del potencial de óxido­
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reducción. Estas mediciones fueron realizadas en cultivos ­
conteniendo diferentes cantidades de glucosa: 0,1 gr/L,lgpï:
y 10 gr/L y a presiones parciales de oxígeno de: 0,05, 0,21
y 0,60 atmósferas.

Los frascos usados para el cultivo eran del tipo
penicilina y contenían l cc de la solución con una altura g
proximada de uno a dos milímetros.

Se colocaron los frascos en un desecador y las —
presiones parciales fueron obtenidas substituyendo parte<kfl
aire por oxigeno, haciendo un pequeño vació de 4 a 5 cm de
Hg, para crear condiciones herméticas.

Durante la medición la solución no estaba en equ;
librio con la fase gaseosa.

Se calentó sobre una lámpara de alcohol el elec ­
trodo de platino antes de usarse. Las mediciones se realiza
ron en un galvanómetro HBcon 340 ohms, que tenia una sans;
bilidad de 2,9.10_9A, que sirvió comoinstrumento cero.

Este ensayo relacionado con la variabilidad del.Eh
de un cultivo de ¿ggtgbacter cngggggcgug, demuestra que la
magnitud con que éste se realiza es directamente proporcio»
nal a la concentración de sustancia orgánica.

En la figura 6 se pueden observar los resultados
de estas determinaciones para dos presiones parciales de o­
xigeno y dos concentraciones de glucosa.

En hoja N0 16 Figura No 6
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460. -**‘.

450. 0,1g/L
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410_ \*‘. 105¿L _JP02 = 0,05 atm
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Fig. 6
De acuerdo con las curvas, el Eh de un cultivo de

Agotobacter chrooqggggmes bastante alto y no corresponde —
ría a las características de bacteria aerobia. La variación
del Eh de un cultivo de Azotogggterágproococcqg recuerda a
los pneumococosinvestigados y descriptos por Hewitt (14)
(bacterias que forman I durante su metabolismo).í202

Estas experiencias prueban que un alto Eh se ob ­
eerva cuando 1a presión de oíigeno alcanza su máximoy la

concentración de glucosa, a un minimo, mientras que un Eh ­
bajo indica lo contrario.

4WW/%fi“
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