CARACTERIZACION DE LA AGREGACION DE Azotobacter vinelandii
EN CULTIVO SUMERGIDO
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Introduccién. Azotobacter vinelandii es una bacteria fijadora de nitrégeno que
bajo condiciones aer6bicas poduce alginato. Estudios previos en nuestro
grupo (1) han mostrado, mediante examenes de microscopia Optica, la
presencia de una cubierta extracelular y de agregados bacterianos en
cultivos sometidos a una baja intensidad de mezclado. En estos estudios
preliminares, el tamafio y la forma de los agregados fueron seguidos
cualitativamente. El objetivo del presente trabajo fue estudiar
cuantitativamente la evolucion de la agregacién de A. vinelandii bajo
condiciones extremas de agitacién y aireacion, usando una técnica de
analisis de imagenes.

Metodologia. 1 mL de caldo de cultivo con células de A. vinelandii
provenientes de cultivos desarrollados en matraces bafleados y

convencionales fueron tefiidas con 10 IML de azul de metileno y observadas
con el objetivo de 40 x en un microscopio Optico. Las imagenes se
obtuvieron mediante una videocdmara acoplada al microscopio y fueron
analizadas usando el programa Image-Pro® Plus (V.41 Media
Cybernetics, U.S.A)). La imagenes fueron procesadas usando dos
diferentes algoritmos, uno para agregados y otro para células individuales.
Para cada muestra se analizaron 50 imagenes, equivalente a 700 — 1000
objetos (2).

Resultados y Discusion. Con el propésito de generar un mejor contraste entre
los agregados y el fondo de la preparacion, se usé azul de metileno. El uso
de este colorante no modifica la distribucion del tamafio y la forma de la
poblacién y facilita la determinacion del nimero y tamafio de los mismos.
Por otra parte, la dilucién de la muestra afecté la distribucion de la
poblacién, observandose una disminucién en la proporciéon de agregados
de mayor tamafio en muestras diluidas 1:6. En matraces convencionales
(baja aireacion y mezclado) hay un aumento del didmetro promedio (DP)
de los agregados conforme transcurre b fermentaciéon (Fig. 1). Estos se

incrementan de 7 Nin a las 30 h (fase exponencial del cultivo) a 27 Nin
durante la fase estacionaria del cultivo (72 h). A diferencia, bajo
condiciones de mayor aireacion y mezclado (matraces bafleados),
préacticamente no se forman agregados durante el cultivo.

Conclusiones. Se desarrollé una técnica que permite caracterizar la
agregacién de A. vinelandii en forma cuantitativa y rigurosa. Bajo
condiciones de menor aireacion y mezclado, la bacteria tiende a formar
agregados de mayor tamafio.

Fig.1. Efecto de las condiciones de aireacién y agitacién sobre la distribucién del tamafio de células
individuales y agregados de A. vinelandii.
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