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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de fertilizantes quimicos ha causado pérdidas en la
productividad de los suelos donde se realizan practicas agricolas incorrectas, las
cuales como consecuencia ocasionan la degradacion de las propiedades bioldgica,
fisicas y quimicas del suelo. Por esta razon el uso de biofertlizantes ha tomado cada
vez mas fuerza, ya que se puede recuperar la fertilidad de las tierras, al aportar
microorganismos benéficos que ayudan mediante la descomposicion inicial de la
materia organica a conseguir un equilibrio ecol6gico por medio de la liberacion de

nutrientes inorganicos aumentado la productividad de los suelos de cultivo.

La produccién ganadera colombiana ha ocasionado la degradacion de los suelos
productivos, del Valle del Cesar. Como tecnologia alternativa para la produccion
ganadera se ha implementado la utilizacién de un biofertilizante con base en la
bacteria fijadora de nitrogeno, de vida libre Azotobacter chroococcum aplicado
sobre gramineas, en los sistemas productivos del Valle del Cesar, sobre pasto
Guinea (Panicum maximum) uno de los principales componentes de los sistemas
silvopastoriles del Caribe seco colombiano. El uso de este biofertiliante ha
demostrado un aumento en la productividad en cultivos de gramineas hasta en un
50% bajo condiciones de invernadero (Cardenas, 2007) y 30% en parcelas
experimentales (Bonilla et al,, en preparacién). Estas bacterias son capaces de
aumentar la disponibilidad de nitrogeno en el agro ecosistema. El nitrdgeno es uno
de los elementos més limitantes para el crecimiento de las plantas (Baca et al.,
2000), por esta razén, el empleo de estos biofertilizantes representan una
alternativa econdmica rentable para los agricultores y ganaderos de la region,
debido a que su uso puede reducir hasta en un 50% la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados de sintesis quimica. La Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria —CORPOICA- ha desarrollado un biofertilizante con base en la
bacteria diazotrofica nativa del Valle del Cesar, la cual ha demostrado su eficacia en
el cultivo de pasto Guinea (Panicum maximun), en la estacion experimental
Motilonia en el Departamento del Cesar, sin embargo el desarrollo de estos
productos se realiz6 empleando métodos de produccién artesanal. La produccion

artesanal de biofertilizantes posee varios limitantes, tales como que el soporte
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solido utilizado es un recurso natural no renovable, razén por la cual su utilizacién
en la produccion masiva de biofertilizantes, se ve limitada porque en nuestro pais
no existen depdsitos naturales de turba y en los paises en donde estos depésitos
existen, la turba se encuentra en ecosistemas de humedales que son protegidos por
su importancia ambiental. Ademés la formulacion actual de estos bioproductos
requiere que el producto terminado sea almacenado en refrigeracion (4+2°C), con
una vida util de 6 meses, estas condiciones hacen que la produccion y
comercializacion del bioproducto sea limitada y costosa. Por esta razon, es
necesario evaluar prototipos de soportes inorganicos de bajo costo, que sean
amigables cel ambiente y que permitan obtener biofertilizantes que no necesiten
refrigeracion y con una vida atil superior. Estas mejoras permitiran impactar un
mayor numero de agricultores y ganaderos generando una transferencia de

tecnologia directa al sector agropecuario
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MARCO TEORICO

En Colombia la superficie total agropecuaria esta estimada en 51.008.326 Ha, de
las cuales el renglon pecuario ocupa 37.185.336 Ha (Garrido, 2007). La mayor
parte del &rea pecuaria esta dedicada al cultivo de pastos para la ganaderia bovina.
Del &rea empleada al cultivo de pastos, un 70% son manejadas bajo sistemas de
produccion extensivos, con una capacidad de carga promedia de 0.9 animales por
hectarea y una produccién aproximada en los sistemas extensivos mejorados
(Rojasy col., 2008)

El Caribe seco colombiano posee aproximadamente 3.3 millones de hectareas
sembradas con pasto y una poblacion bovina de 6.9 millones cabezas de ganado,
generando el 38.7% de la leche y el 38% de la produccién de carne del pais
(Cuesta, 2005). Desde hace ya varios afios, el departamento del Cesar es el
principal departamento ganadero de la Costa Caribe, pues posee un hato con
aproximadamente 1.5 millones de cabezas, representando el 6% del hato

colombiano y el 20% de la region (Cuesta, 2005).

Los sistemas de produccioén intensivos empleados en la region del Caribe Seco, han
ocasionado problemas ambientales, sociales y econdmicos, debido al mal manejo
del recurso suelo donde constantemente se generan procesos de degradacion. Por
esta razon se considera que cerca del 90% de los suelos utilizados en la actividad
agropecuaria de la region Caribe Colombiana han sufrido diversos niveles de
deterioro fisico, quimico y bioldgico, que afectan severamente su capacidad
productiva debido a que comprometen a mediano y largo plazo la viabilidad
economica de los sistemas ganaderos (Cuesta, 2005). Esto debido a factores como
la fertilizacibn con sustancias de sintesis quimica, la disminucion en la
biodiversidad ocasionada por la intervencion de tipo industrial y el dafio, en
general, que se ha causado a la integridad de los ecosistemas suelo, agua y aire
(Bonillay Murillo, 1992).

Es importante resaltar que la implementacién de tecnologias con el &nimo de
incrementar la produccién de gramineas, ha conllevado a la utilizacion de grandes

volimenes de productos nitrogenados y fosfatados de sintesis. Los sistemas
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economicos mundiales promueven el consumo y las formas de produccion de los
paises, aumentando los problemas medio ambientales causados por los procesos
productivos. Se reporta la utilizacion de 77X106¢ toneladas de nitrégeno aplicadas
mundialmente como fertilizante. Para la produccion de estos fertilizantes se
requiere la utilizacion de aproximadamente 91X10° toneladas de combustible fosil
que corresponde a cerca de 1.4% de todo el combustible fosil consumido
mundialmente (Marin et al, 2003). Lo anterior ha provocado diferentes efectos
negativos en los recursos naturales, tales como acumulacion de nitratos en aguas
freaticas, toxicidad en las plantas por la presencia de altos niveles de NO- en los
suelos, contribuyendo con la muerte de la biota del suelo, ocasionando
desequilibrios en los ciclos biogeoquimicos, conllevando un alto costo econémico,
social y ecoldgico, representados en la disminucion de la productividad ganadera, y

en general de los sistemas de produccion intensivos (Bonillay Murillo, 1992).

Sin embargo, en las Gltimas décadas ha aumentado la preocupacién por la
degradacion de los ecosistemas y el deterioro de los recursos naturales. La pérdida
de biodiversidad, el cambio climatico, la destruccion de la capa de ozono, el efecto
invernadero y la escasez de agua, son las preocupaciones ambientales que han
tomado especial importancia en al &mbito mundial y local (Steenhoudt vy
Vanderleyden, 2000).

Para aumentar la productividad de la ganaderia y contribuir a la preservacion del
ambiente, se ha planteado la utilizacion de otros sistemas productivos que
representan una alternativa econémica interesante, y sobre todo amigable con el
ambiente. Este es el caso de los sistemas silvopastoriles, definidos por Mahecha
(2002) como sistemas de produccién pecuarios en donde las plantas lefiosas
perennes interactian con los componentes tradicionales bajo un sistema de

manejo integral.

En los sistemas ganaderos y en general, en la mayoria de los sistemas productivos,
el nitr6geno es generalmente considerado el nutriente mas limitante para el
crecimiento de las plantas en su ambiente natural (Soto y Pardo, 2000). Es por esta
razén que el nitroégeno presente en la atmosfera terrestre, en forma molecular
(N2), es la reserva més grande en la naturaleza. Aunque la abundancia de esta

fuente es bastante grande, no es utilizada por las plantas directamente. La
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asimilacion del nitrégeno en forma molecular necesita de un proceso de reduccion,
realizado solamente por organismos pertenecientes a los dominios Archea y
Eubacteria. Estos organismos son capaces de realizar la Fijacion Bioldgica de
Nitrogeno (FBN), la cual es un proceso vital para el ciclaje del nitrégeno en la
bidsfera, para que el nitrégeno molecular pueda ser incorporado a las moléculas
fundamentales de todos los seres vivos tales como los aminoécidos, las proteinas,

los acidos nucleicos, las vitaminas, entre otros (Baca et al., 2000).

De forma natural existen dos maneras de fijar nitrégeno, mediante abundante
energia luminica produciendo ionizacion en las moléculas de la atmosfera,
haciéndolas disponibles para reaccionar y formar 6xidos de nitrégeno, los que al
ser disueltos por la lluvia, forman nitritos (NO2") y nitratos (NOz-) los cuales son
llevados al suelo. Esta forma de fijacién de nitrogeno atmosférico probablemente

contribuye con el 10% del total anual de nitrégeno fijado (Newton y Fisher, 2002).

Es por esto que la fuente més importante de nitrogeno fijado se deriva de la
actividad microbiana selecta del suelo, donde los microorganismos absorben el
nitrogeno atmosférico y lo convierten en amonio. Algunos de estos
microorganismos se encuentran libres en el suelo y se alimentan de materia
organica muerta, otros se encuentran creciendo en asociacién con las raices de
plantas mayores y otros tienen la capacidad de establecer relaciones de tipo
simbidtico con algunos tipos de plantas donde suplen a la bacteria con la energia
para crecer (compuestos carbonatados), mientras que la bacteria suple a la planta
con nitrogeno fijado. Estos procesos biolégicos contribuyen con alrededor del 65%

de la produccion total anual de nitrégeno fijado (Newton y Fisher, 2002).

Fijacion de Nitrégeno Mediada por Microorganismos
Varios microorganismos han sido reportados por su capacidad para fijar nitrégeno

atmosférico, Winogradsky aisl6 en 1890 la bacteria anaerobia fijadora de
nitrogeno Clostridium pasteurianum, mientras en 1901, Beijerinck aislo la bacteria
fijadora de nitrdgeno aerobio a partir de suelo Azotobacter chroococcum, la cual al
igual que algunos de los cultivos bacterianos més recientes, es capaz de convertir
el nitrogeno atmosférico (N2) a amonio (NHs). La fijacion biolégica de nitrégeno
(FBN) es encontrada solo en procariotas y es caracteristica de algunas especies de

cianobacterias (Anabaenay Aphanazonemon), bacterias heterotroéficas aerobias del
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suelo (Azotobacter, Azospirillum, Klebsiella, Beggiatoa, y Frankia), bacterias
anaerobias (Clostridium y Desulfovibrio), bacterias simbioticas creciendo en raices
de leguminosas (Sinorhizobium, Rhizobium, y Bradyrhizobium), y algunas especies
de archaeas (Methanosarcina y Methanococcus). La reaccion general de fijacion de

nitrégeno es:

N2+ 8e + 8H* + 16 ATP - 2NHs + H* + 16 ADP + 16 P; (Barton, 2005).

Estos microorganismos se conocen como fijadores de nitrogeno o diazotrofos,
gracias a que poseen el complejo enziméatico conocido como nitrogenasa, el cual les
permite fijar nitrégeno atmosférico (Newton y Fisher, 2002). Los diazétrofos
estdn presentes en casi todos los ecosistemas, teniendo asi representantes en
ambientes como la superficie oceanica (Tricodesmiun), nédulos de las raices de las
plantas (Rhizobium), y en suelos aerdbicos como es el caso de Azotobacter. Se
distinguen tres formas mediante las cuales los microorganismos pueden llevar a
cabo la FBN: asociaciones simbidticas, simbiosis asociativas, y bacterias de vida
libre (Espin, 2007; Newton y Fisher, 2002).

Bacterias de vida libre
En su mayoria las bacterias fijadoras de N2, no estan asociadas a plantas o

animales. Estas viven libres en el suelo y fijan nitrégeno para su propio beneficio,
de estas bacterias de vida libre, las cianobacterias son las mas importantes dentro
del &mbito agricola. Las especias bacterianas de vida libre méas ampliamente
estudiadas son Azotobacter vinelandii (aerobio obligado), Klebsiella pneumoniae
(anaerobio facultativo), Clostridium pasteurianum (anaerobio obligado),
Rhodobacter capsulatus (bacterias fotosintética) y varias especies de Anabaena y
Nostoc (cianobacterias formadoras de heteroquistes). El nitrégeno fijado por estos
organismos solo llega a ser disponible para el ecosistema circundante,

generalmente cuando la bacteria muere (Newton y Fisher, 2002).

Debido a que el mayor factor limitante de la FBN es la fuente de energia carbonada,

es razonable predecir que los diazotrofos fotosintéticos de vida libre podrian fijar
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grandes cantidades de N2 bajo algunas condiciones de suelo que los heterétrofos
de vida libre y que estos ultimos podrian fijar cantidades medibles de N2 solo en
presencia de de derivados carbonados disponibles producidos por la planta, como
por ejemplo carbono labil en la zona rizosférica de una planta activa en
crecimiento, o durante la descomposicion de residuos de plantas o arboles con una
elevada relacion C:N. Las bacterias diazétrofas anaerobias facultativas y obligadas
son a menudo encontradas en madera en descomposicion, donde se asume que
hongos celuliticos y ligniloliticos depolimerizan los azucares y compuestos

fendlicos necesarios para dar soporte a los diazotrofos.

Hay muchas rizobacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre, contribuyendo a la
fijacion de nitrogeno desde la atmosfera hacia las plantas, incluyendo cultivos
agrondémicamente importantes. Los diazotrofos en la rizdsfera pertenecen a una
amplia variedad de géneros de los cuales los mas investigados han sido
Azotobacter y Azospirillum, aunque muchos otros han sido reportados al poseer

una asociacion con gramineas tropicales y arroz.

Azotobacter spp.
Azotobacter sp, es un microorganismo habitante regular del suelo, fijador de

nitrogeno y productor de sustancias de crecimiento vegetal. Se encuentra
generalmente asociado a la rizésfera (zona de raices) y en las hojas (filosfera) de
muchas plantas, forma unas estructuras especiales llamadas quistes, se han
demostrado reducciones de la fertilizacion nitrogenada en un 40% e incremento
de los rendimientos en un 25 a 50% en hortalizas con la utilizacion de Azotobacter
spp, aumentos del 11% en rendimiento de zanahoria en maiz de 44% y en arroz
del 8% y en un 16% en cebada; se han demostrado efectos positivos en tomate,
trigo, papay girasol; asi mismo. Azotobacter es capaz de fijar al menos 10 mg de N>
por gramo de carbohidrato (Tejera et al., 2005), pero su distribucién ecol6gica
depende fuertemente de materia orgéanica, humedad, relacion de C/Ny pH (Tejera
etal., 2005).
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Metabolismo

Son quimioheterotrofos, utilizan azlcares, alcoholes y sales inorgénicas para
crecer. Son fijadores de nitrégeno; en vida libre fijan al menos 10 mg de N> por
gramo de carbohidrato (glucosa) consumido. Requieren molibdeno para fijar
nitrogeno que puede ser parcialmente reemplazado por vanadio. Utilizan nitrato y
sales de amonio y ciertos aminoécidos como fuentes de nitrogeno. Son catalasa y
oxidasa positivas, reducen nitrato, producen H>S e hidrolizan almidon (Espin,
2007; Kozubeck et.al., 1998). Segun Sadoff (1975) este género comprende células
Gram-negativas, polimdrficas que se reproducen por fision binaria y presentan la
capacidad para sintetizar dos polimeros de importancia industrial: alginato y
polihidroxibutirato (PHB). Algunas especies como A. vinelandii y A. chrocoocum
presentan ademas la capacidad de diferenciarse en células esféricas Ilamadas
quistes. Este estadio se presenta cuando se remueve la glucosa del medio de

cultivo y se adiciona un inductor de enquistamiento como elo 3-hidroxibutirato.

Los quistes producidos por las bacterias del genro Azotobacter se caracterizan por
ser esféricos, producidos por el acortamiento y redondeo de una sola célula vegetativa
con una doble capa que rodea la estructura entera (Socolofsky y Wyss, 1969). Esta capsula
ofrece proteccidn a algunas condiciones de stress ambiental. Los quistes de Azotobacter
han demostrado mayor resistencia, que las células vegetativas, al calor, sonicacién y

tratamientos con luz ultravioleta.

Biofertilizacion

Dada la importancia del nitrégeno, su baja disponibilidad en el suelo, y los altos
impactos econdmicos y ecolégicos generados por el uso de fertilizantes de sintesis
quimica, se ha propuesto a la FBN como modelo y alternativa limpia y eficiente
para solucionar el problema de la baja disponibilidad de nitrégeno en suelo y de
esta forma aumentar la productividad del sistema ganadero (Sylvia et al., 2005).
Durante las ultimas décadas, el uso de biofertilizantes se ha convertido en una
manera de generar procesos rapidos, debido principalmente a su origen
microbiano. Las ventajas que presenta el uso y produccion de este tipo de

bioinsumos, pueden resumirse en un bajo consumo de energia no renovable, no
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generan un impacto medioambiental negativo y se ha reportado la capacidad de
competir antagénicamente frente a microorganismos fitopatégenos (Tovar et a.l,
1999). El uso de fertilizantes biol6gicos permite la sostenibilidad de los sistemas
productivos, mitigando el efecto del abuso en el uso de fertilizantes de sintesis,
aumentado la captura de carbono y reduciendo la emision de gases que generan el
efecto invernadero. Ademas, los fertilizantes bioldgicos abren la posibilidad de
utilizar la biodiversidad microbiana presente en la rizésfera de los suelos
productivos, disminuyendo los costos de produccion, evitando la fuga de divisas y
permitiendo que los sistemas de produccion intensivos sean mas competitivos y

sostenibles (Tovar eta.l, 1999).

La produccion de biofertilizantes con base en bacterias fijadoras de nitrogeno
comenzO con inoculantes que utilizaban bacterias diazotréficas del género
Rhizobium sp., utilizado para cultivos de leguminosas como la soya, frijol, trébol,
leucaena y kudzu, entre otros. Sin embargo, para el caso de nuestro pais, los
procesos desarrollados para la produccion masiva de biofertilizantes, se basan en
la utilizacion de soportes organicos como los suelos de capote o turbas importadas
de alto costo, que generan un impacto no deseado sobre el medio ambiente. En los
altimos afios ejemplos del uso de este tipo de tecnologias, han demostrado que
Azotobacter sp., es una bacteria con capacidad fijadora de nitrdgeno, utilizada en
cultivos de interés comercial (Bonillay Novo, 1998). Este es el caso del producto
comercial MONIBAC, desarrollado por Corpoica, cuyo ingrediente activo es
Azotobacter chroococcum, el cual, al ser inoculado en forma directa sobre las
semilla de algoddn y de pasto, disminuyé el tiempo de germinacion, en las pruebas
de invernadero, asi como, un considerable aumento en los rendimientos de
produccion en las pruebas de campo y con una reduccion en la aplicacién de
fertilizantes de sintesis quimica, hasta de un 50% (Bonilla et al., 2002, Bonilla y
Morales, 2005 )

Actualmente en Corpoica, la produccion de biofertilizantes a escala piloto se
desarrolla siguiendo los parametros establecidos para la obtencion de productos
de altisima calidad. Sin embargo, este proceso consta de la utilizacion de un
soporte sdlido caracterizado como un suelo de capote suplementado, con alto

contenido de materia orgéanica similar a la turba. Este soporte permite la adsorcion
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del microorganismo para la obtencion de un producto estable, con una vida util de
6 meses en condiciones de refrigeracion y una concentracién celular superior a
108 UFC/g. Sin embargo, la utilizacion de este tipo de soporte para la produccion
de inoculantes genera impactos negativos en el ambiente. Este fendmeno se debe
al proceso desarrollado para la obtencién del soporte en mencion pues, es un
recurso no renovable. Por esta razdn la utilizacion de este tipo de sustrato genera
procesos de erosion y degradacion de suelos potencialmente productivos,
aumentando los problemas medio ambientales generados por las malas préacticas
agricolas. Ademas, se debe mencionar que la formulacién empleada presenta un
alto costo de produccion debido a que el esquema propuesto exige la refrigeracion
del producto terminado, haciendo de este factor una limitante para la utilizacion
de la tecnologia en los sistemas agropecuarios de nuestro pais,(Bonilla y Morales,
2005).

En el &ambito nacional, la produccion de biofertilizantes es incipiente , no obstante,,
el potencial existente en el pais es bastante amplio, debido a las tendencias
mundiales de la utilizacion de tecnologias limpias para la produccion agricola,
utilizando procesos de alta calidad que permitan mejorar la calidad de vida de los
productores agropecuarios colombianos. Por esta razén se plantea como objetivo
de este proyecto de investigacion evaluar un prototipo de biofertilizante con base
en la bacteria diazotrofica Azotobacter chroococcum, el cual pueda ser aplicado a
cultivos de pastos en sistemas silvopastoriles y mejorar asi la sostenibilidad de

estos sistemas ganaderos de leche.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir con el desarrollo de inoculantes bioldgicos de facil aplicacion para

disminuir la fertilizacion nitrogenada de sintesis en sistemas silvopastoriles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Desarrollar el principio activo para la formulacion del biofertilizante con

base en la bacteria diazotréfica

2. Evaluar la capacidad de enquistamiento de la cepa AC1 de Azotobacter

chroococcum

3. Evaluar la viabilidad y estabilidad in vitro del prototipo del inoculante

bioldgico con base en la bacteria diazotrdéfica
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METODOLOGIA

Objetivo 1. Desarrollar el principio activo para la formulacion del
biofertilizante con base en la bacteria diazotréfica

Cepade estudio
Se evalu6 la cepa fijadora de nitrogeno, Azotobacter chroococcum AC1,

perteneciente al banco de microorganismos del Laboratorio de Microbiologia de
Suelos de la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA)

con sede en Tibaitat4, ubicada en el municipio de Mosquera, Cundinamarca.

Coleccién de trabajo
La cepa AC1 Azotobacter chroococcum se sembrd en cajas de Petri con medio

solido Ashby. Posteriormente se incubo por 72 horas a 30+2°C, este procedimiento
se realizo con el fin de reactivar y verificar la pureza del microorganismo. A partir
de la biomasa recuperada se prepar6 un cultivo liquido, en caldo Ashby, con un
volumen efectivo de trabajo (VET) de 70 mL en un erlenmeyer de 500 mL. Este
cultivo se incub6 durante 72h a 120rpm a 30+2°C, una vez este proceso finalizg, la
cepa fue crioconservada siguiendo el protocolo para la elaboracion del banco de
cepas (IN-R-315) desarrollado en el laboratorio de Microbiologia de Suelos de
CORPOICA. Para tal fin fue necesario preparar una solucion crioconservante con
glicerol al 30% estéril (15psi, 121°C, 15min). Esta solucion fue mezclada con el
cultivo bacteriano de 72h de edad, bajo condiciones de esterilidad. La suspension
obtenida se dividié en alicuotas de 1 mL y almacenadas en tubos Eppendorf

previamente estériles. Los tubos fueron almacenados en un congelador a -20°C.

Desarrollo del principio activo

Determinacién condiciones de fermentaciéon
Fermentaciones discontinuas se llevaron a cabo utilizando un biorreactor de

tanque agitado, con volumen total de 5 L y volumen efectivo de trabajo de 3.5 L,
con una configuracion tipo Rushton (MINIFORS modelo INF-30174). Para la
determinacion de las condiciones del proceso de fermentacion fue necesario,
evaluar tres pardmetros esenciales para el desarrollo del microorganismo en el

sistema. Estos parametros se encuentran consignados en la tabla 1. El disefio
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experimental usado fue un disefio factorial completo de resolucion 5 con 8
tratamientos por triplicado, para un total de 24 ejecuciones. El medio de cultivo
utilizado para la multiplicaciéon del microorganismo es el MBR propuesto por
Moreno et al. (2009). Todos los tratamientos fueron inoculados con una
suspension bacteriana de la cepa AC1 de 35 mL, correspondiente al 1% del VET,

con una concentracion celular ajustada a una DO=0.20s40nm.

Tabla 1. Condiciones para el crecimiento de la cepa de Azotobacter chroococcum AC1 en el medio alternativo

MBR
Condiciones
Tratamiento | Aireacion Agitacion H
(pm)  (rpm) P
1 1 300 libre
2 1 300 7.2
3 1 500 7.2
4 1 500 libre
S 2 300 72
6 2 500 libre
7 2 500 72
8 2 300 72

Objetivo 2: Evaluar la capacidad de enquistamiento de la cepa ACl de
Azotobacter chroococcum

Enquistamiento de la cepa AC1
Se utiliz6 el medio de cultivo MBR Moreno et al (2009) en fermentacion

discontinua durante 24 horas a 120 rpm y 30+2°C, utilizando erlenmeyers con un
volumen de 125 mL. A las 24 horas de fermentacion, en la fase estacionaria del
microorganismo, se indujo el enquistamiento de la cepa AC1l de Azotobacter
chroococcum. Para esto se evaluaron dos agentes de enquistamiento codificados
como AEO1 y AEO2 cada uno adicionado en tres diferentes concentraciones (Tabla
2). Los agentes de enquistamiento tuvieron un tiempo de contacto con el
microorganismo de 5 dias bajo las mismas condiciones de fermentacion
previamente descritas. Este procedimiento se realiz6 por triplicado, empleando un

disefio experimental completamente aleatorizado.
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Tabla 2. Condiciones para la evaluacién de los agentes de enquistamiento en fermentacion discontinua de la cepa AC1.

Condiciones

Tratamiento Agente Concentracion

(%)

1 - -

2 AEO1 04

3 AEO1 0.7

4 AEO1 1.0

S AEQ2 04

6 AEQ2 0.7

7 AEQ02 1.0

Conteo de quistes y germinacion
El numero de quistes en la fermentacion fue estimado por medio de conteo del

namero de células capaces de resistir a la desecacion, siguiendo la metodologia
planteada por Campos et al (1996). Para esto fue necesario utilizar el medio MBR
suplementado con sucrosa. Las células resistentes a la desecacion fueron obtenidas
a partir de la fase estacionaria del cultivo bacteriano (24h), derivado de las
fermentaciones suplementadas con el inductor de enquistamiento. Para contar el
namero de quistes se tomd una alicuota de 2ml, de la fermentacion obtenida, y se
filtr6 a través de un filtro Millipore de nitrocelulosa con un tamafio de poro de
0.45um. Las membranas fueron lavadas con agua estéril y puestas en cajas de
petri vacias, posteriormente las placas se colocaron en incubacion durante 5 dias a
30°C. Las células secas se liberaron de la membrana adicionando 1ml de medio
MBR mineral (sin fuentes de carbono) y agitando las cajas petri en un shaker a
80rpm, durante 24h a 28°C. Las células recuperadas en la suspension fueron
sembradas en medio MBR solido suplementado con sucrosa y se contaron el
ndamero de colonias obtenidas después de 3 dias de incubacion a 28°C. Este
ndmero se considero directamente proporcional al numero de células resistentes a

la desecacion (quistes) provenientes del proceso fermentativo.
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Objetivo 3: Evaluar la viabilidad y estabilidad in vitro del prototipo del
inoculante biolégico con base en la bacteria diazotréfica

Caracterizacion principio activo
A partir de la biomasa obtenida, bajo las condiciones previamente establecidas se

caracteriz6 el principio activo realizando las pruebas que se describen a

continuacion:

Viabilidad

A partir de 10ml de la biomasa obtenida, se realizaron diluciones seriadas en base
10 hasta 10-8 en solucién salina estéril 0.85% (°/v). Posteriormente se realizo el
recuento en placa en agar Agricola, utilizando la técnica de microgota, para
determinar la concentracion en UFC/ml de la fermentacidn obtenida. Este ensayo

se realiz6 por triplicado.

Recuento de contaminantes
A partir de las diluciones seriadas provenientes de la prueba de viabilidad, se

hicieron recuentos en placa en los medios de cultivo sélidos Rosa de Bengala y
Topping, para hacer el recuento de hongos, levaduras y bacterias contaminantes
respectivamente. Se sembraran las diluciones 103 y 104, en el medio rosa de
bengala, y las diluciones 10->y 10-6, en el medio topping. Este procedimiento se
llevé a cabo siguiendo el protocolo estandarizado por el laboratorio de
Microbiologia de Suelos de CORPOICA.

Evaluacion de la actividad

Fijacion bioldgica de nitrogeno

Se hizo el ensayo de reduccion del acetileno (ARA) mediante cromatografia de
gases, siguiendo el protocolo establecido por el Laboratorio de Microbiologia de
Suelos, para la determinacion de la actividad nitrogenasa en cultivos de
microorganismos diazotrofos (Valero, 2002). Los resultados de actividad
enzimética de la nitrogenasa se calcularon por interpolacion a partir de una curva

de calibracion con diluciones conocidas de etileno, relacionando la cantidad de
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nanomoles de etileno (concentracion conocida) con el area del pico de etileno
detectada por el cromatografo de gases para dicha dilucion (Valero, 2002). Para
estos ensayos los cultivos bacterianos fueron crecidos en el medio de cultivo Ashby

semisdlido (libre de nitrogeno) (Eckert, 2001).

Produccidn de compuestos indélicos:

Se realizo utilizando la técnica colorimétrica (Salkowsky) para la produccion de
indoles totales. En la cual a partir de la fermentacion liquida de la cepa se tomaron
4 mL de cultivo, se centrifugaran a 10.000 rpm por 10 minutos para recuperar el
sobrenadante en tubos nuevos, de dichos sobrenadantes se tomard 1mL y se
llevara a reaccion con 1mL del reactivo de Salkowsky modificado, y se incubaron
por 30minutos en completa oscuridad por triplicado. Una vez pasado el tiempo de
reaccion, se determiné la absorbancia de cada tubo en un espectrofotémetro a
540nm, con los datos de absorbancia se obtuvo el promedio de las replicas y se
reemplazaron los datos en la ecuacién de la recta de la curva patrén, para
determinar la produccion de indoles totales en pg/Ml (Gallardo y Celis, 2008;
Carrefio et al., 2000).

Solubilizacién de fésforo in vitro:

Se inoculé medio SRSM1 liquido con fosfato tricélcico y como fuente de fésforo
inorgénico insoluble, sin indicador de pH, con la cepa AC1, el contenido de fosforo
soluble, se determiné a través del método de fosfomolibdeno. Se realizé un cultivo
bacteriano en caldo nutritivo, estableciendo una concentracion de inoculo de 1 x
107 células/ml por medio del método del nefelometro de Mac Farland. De esta
concentracion se inocul6 por triplicado 1mL a tubos con 24mL de medio SRS con
fosfato tricalcico, sin indicador de pH. Los cultivos se llevaron a incubar a 30°C, con
agitacion continua a 150 rpm. Se realizé un control negativo utilizando tubos con
25mL de medio sin inoculo y se incubaron bajo las mismas condiciones (Valero
2003).

El ensayo tuvo una duracion de 12 dias al cabo de los cuales se realiz6 la lectura de
fosforo disponible en el medio de cultivo. Las muestras fueron centrifugadas a

3000 rpm por un periodo de cinco minutos para tomar el sobrenadante. En un

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)



http://www.novapdf.com

tubo de vidrio, se adicionaron 8ml de agua destilada, 0.5 ml del sobrenadante
obtenido a partir de las muestra, 0.5 ml del reactivo 1 (iones molibdato en solucién
sulfarica) y finalmente 0.5 ml del reactivo 2 (&cido ascérbico). El espectro de
absorcion del producto de reaccion se midié a 712 nm en espectrofotometro
GENESYS TM 10 Series, la lectura se reportd en partes por millon (ppm) de fosfato

soluble, extrapolando las absorbancias a través de la curva patron.

Pruebas de estabilidad acelerada

El prototipo fue distribuido en frascos de polietileno estériles con un volumen de
100 mL. El cultivo bacteriano enquistado fue agregado a estos recipientes hasta
alcanzar el volumen mencionado. Se evaluaron 3 temperaturas de almacenamiento
(4+2°C, 20+2°C y 30+£2°C) durante un periodo de 3 meses con el fin de determinar
la vida atil del prototipo propuesto. Durante el tiempo de almacenamiento se
evaluo la estabilidad del prototipo determinando la viabilidad celular, recuento de
contaminantes y estabilidad de la actividad promotora del crecimiento vegetal,
como se describié anteriormente, cada quince dias durante los tres meses de

evaluacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion condiciones de fermentacion
De acuerdo con los resultados obtenidos mediante la aplicacion de un disefio

factorial completo de resolucion V (cinco), por medio del cual se evaluaron
diferentes condiciones fisicoquimicas concernientes al crecimiento de la cepa AC1
de Azotobacter chrocooccum. El disefio factorial demostré una distribucién normal
(Figura 1) con una confianza del 95% y un coeficiente de correlacién de 95.85% y

un valor ajustado de 94.05%.
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Figura 1. Grafico de Probabilidad Normal para la variable de respuesta evaluada para el estudio.

El disefio evalu6é como tal, tres factores principales, tres interacciones duales y una

interaccion tripartita. Se evidenciaron efectos significativos (P < 0.05) en las tres

condiciones evaluadas individualmente, en una interaccién dual y en la interaccion

tripartita, siendo positivas aireacion y agitacion (Tabla 3, Figura 2).

Tabla 3. Andlisis de Varianza para UFC/mL de Azotobacter chroococcum AC1 en relacién a factores fisicoquimicos.

Factor Codificacion P Nivel alto (+1) vaelll;ajo ¢ RalzDon-
AR Aireacion 0.0000 0.4 vwwm 0.2 vwm 85.59
AG Agitacion 0.0002 500 rpm 300 rpm 24.25
PH pH 0.0002 Controlado Sin-control 24.16
AR*AG Aireacion*Agitacion 05353 NA N.A 0.40
AR*PH Aireacion*pH 04713 NA N.A 0.55
AG*PH Agitacion* pH 0.0000 N.A N.A 134.89
AR*AG*PH Aireacion*Agitacion*pH 00000 N.A N.A 52.15

R-cuadrado = 95.85% y R-cuadrado ajustado de 94.05%.
N.A = No Aplica

La aireacion y la agitacion presentaron un efecto positivo (P < 0.05) sobre el

crecimiento del microorganismo expresado en UFC/mL, asi como el control de pH
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presentd un efecto negativo (P < 0.05) sobre el crecimiento del microorganismo
(Tabla 2, Figura 2) tal como lo reportan Myshkina et al., (2008), Samiran et al.,
(2009) y Thavasi et al., (2009) los cuales demostraron que al someter Azotobacter
chroococcum a rangos de pH mas alcalinos (7.2 — 8.0) favorecen la multiplicaciéon
del microorganismo mientras que pH neutros (6.0 — 7.0) limitan su crecimiento. La
interaccion entre agitacion y pH, y la combinacion tripartita de los factores en
evaluacion, demostraron efectos negativos (P < 0.05) sobre el crecimiento de la
cepa, debido principalmente a la interaccion negativa que posee el pH controlado

cerca de la neutralidad.

| N | o

A:Aireacion

ABC

B:Agitacion | |

AC

AB

Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto para condiciones de fermentacion evaluadas con un alfa =0.05.

El disefio experimental aplicado permiti6 determinar, las condiciones de
fermentacion Optimas para obtener el mejor resultado expresado en UFC/mL, asi
mismo expresar las correlaciones entre los factores por medio de una superficie de

respuesta (Figuras 3a, by c).

La interaccidn negativa para agitacion y pH determinada en el diagrama de pareto
(Figura 2), se muestra en la Figura 3a, en la cual se observa, que existe una relacion
inversa entre la velocidad de agitacién y el pH del medio de cultivo, donde el pH no
controlado en el medio permite una mayor expresion en UFC/mL debido a que la
fermentacion con pH libre alcanz6 un pH de entre 7.81 y 8.22, y obteniendo un

mayor recuento celular al aumentar la velocidad de agitacion. Los contornos bajo
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la superficie de respuesta determinan las concentraciones de los factores 6ptimos

que maximizan la respuesta en UFC/mL en relacion a la interaccién de las

variables de la grafica.

UFC
Superficie de Respuesta Estimada

Aireacion=0,0 I 00
W 15E12
W 3E12
(X1E12) 45E12
184 6E12
. 75E12
9E12
2 1,05E13
£ o 12E13
L |
6 1,35E13
3 W 15613
0 W 16513

Agitacion

pH=00

Aireacion

Figura 3. a.) Superficie estimada de correlacion para Agitacion y pH. b.) Superficie estimada de correlacién para
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En la Figura 3b, se evidencia una relacion inversa entre la aireacion y el pH,

respuesta similar a la obtenida a la relacién entre agitacion y el pH (Figura 3a),

donde al mantener el pH sin control y elevando los niveles de aireacion en el

fermentador se obtiene una mayor respuesta en UFC/mL, esto debido a las

necesidades metabdlicas de Azotobacter chroococcum, el cual requiere una mayor

presencia de oxigeno para su 6ptimo crecimiento (Pefia et al., 2000).

La correlacién positiva (P < 0.05) demostrada por las pruebas estadisticas (Tabla

2, Figura 2) evidenciada entre la aireacién y la agitacion (Figura 3c) esta ligada

directamente a la disponibilidad de aire y el tamafio de burbuja que genera la

relacién entre estos dos factores, donde a un mayor flujo de aire, mayor debe ser la
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velocidad de agitacion, permitiendo la dispersion del aire de entrada en burbujas
méas pequefias las cuales permiten una distribuciébn mas homogénea del oxigeno
dentro del medio de cultivo, asi como para el microorganismo donde evidenciamos
que a una mayor cantidad de oxigeno, mayor es la expresion del crecimiento en
UFC/mL.

Las Figuras 3a, b y c, mostraron correlaciones entre las combinaciones de los
factores que permiten la mejor expresion de la variable respuesta determinada en
UFC/mL. Asi mismo la concentracion celular promedio obtenida fue de 1.65x1013
UFC/mL.

Las condiciones evaluadas correspondieron a aireacion, velocidad de agitacion y
pH, evaluando cada una de estas a 2 niveles sin puntos centrales para el disefio.
Con base a lo reportado por Pefia et al, (1997) donde teniendo conocimiento que la
aireacion estandar a aplicar a una fermentacion para el género Azotobacter es de
1.0 vv.m , se quiso determinar si la aireacion minima era factor determinante
sobre el crecimiento de A. chroococcum, con base en los resultados estadisticos y el
disefio experimental aplicado expresado en las superficies de respuesta, se
demostr6 que una aireacion de 0.4 vwv.m es suficiente para suplir los
requerimientos respiratorios de Azotobacter chroococcum ACl1 y obtener

rendimientos de 1.65x1013 UFC/mL en 20h de fermentacion.

Asi mismo mediante la aplicacion de la herramienta de optimizaciéon aplicada
sobre la variable de respuesta (UFC/mL) permitié determinar los niveles de los
factores que segun el disefio experimental optimizan la variable respuesta del
estudio, asi mismo plantea un valor teérico con base a los resultados obtenidos,
para lo cual el valor estimado de la variable respuesta es 2.69x1013 UFC/mL. Para
realizar la confirmacion y aproximacion al disefio descrito, se realizo una
fermentacion bajo las condiciones determinadas por la herramienta por triplicado
y se obtuvo un rendimiento de 1.06x1013 UFC/mL (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlaciéon de maxima repuesta mediante la herramienta de optimizacién

Factores Respuesta
Factor Codificados (UFC/mL)

Bajo Alto Optimo Optimo Estimada Obtenido
Aireacion -1 1 1 0.4 vwm
Agitacion -1 1 1 500 rpm  2.69x1013 1.06x1013
pH -1 1 -1 Sin control

Enquistamiento de la cepa AC1:
La adicion de los inductores de enquistamiento evaluados, AEO1 y AEO2, demostrd

la capacidad de la cepa AC1 para formar quistes bajo condiciones de estrés.

Tabla 5. Porcentaje de enquistamiento obtenido en cada uno de los tratamientos evaluados.

Concentracion Porcentaje Concentracion
Tratamiento inicial (UFC/mL) enquistamiento final
(%) (UFC/mL)
1 1.0X1010 0.0 3.2X1083
2 1.6X1010 53.00 8.0X10°
3 2.2X1010 67.02 1.0X1010
4 9.0X10° 62.0p 5.0X10°
5 2.1X10%0 35.0¢ 7.0X10°
6 4.0X10° 38.0¢ 1.0X10°
7 1.5X101° 33.0¢ 4.0X10°

En la tabla 5 se puede observar los distintos porcentajes de enquistamiento
obtenidos en la evaluacion de los dos inductores utilizados (AEO1 y AEO2). Los
resultados evidencian que ambos inductores son capaces de disparar el procesos
de enquistamiento de las células de Azotobacter chroococcum, bajo condiciones de

fermentacion sumergida en medio MBR.

El tratamiento 3 fue el que presento un mayor porcentaje de enquistamiento,
alrededor de 67%, correspondiente al agente AEO1l adicionado en una

concentracion igual al 0.7%. También se puede observar que el agente AEO2 es
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capaz de inducir la formacién de quistes de las células vegetativas de la cepas AC1,
sin embargo, al compararse con los resultados obtenidos por al agente AEO1, los
porcentajes de enquistamiento obtenidos corresponden a la mitad de los obtenidos
por el agente AEO1. Con este agente solamente fueron capaces de formar quistes,

alrededor de un 35.3% de las células presentes.

Los lipidos poli-B-hidroxibutirato (PHB) y alkylresorcinoles son los principales
productos metabdlicos de quistes en especies de Azotobacter. Los quistes se
forman cuando las células vegetativas estan en contacto con sustancias como
sacarosa, n-butanol o B-hidroxibutirato, de forma general estas formas de
resistencia aparecen en la fase estacionaria de crecimiento, cuando son

adicionadas sustancias como las anteriormente nombradas (REFERENCIA).

Lin y Sadoff (1968) utilizaron sacarosa al 0.01%, adicionada en la fase estacionaria
de un ciultivo de Azotobacter vinelandii, y observaron que después de la induccion
de enquistamiento, se produce una rapida formacion de grénulos de PHB y
posteriormente las células comienzan la sintesis de alkylresorcinoles que
sustituyen a los fosfolipidos en las membranas y son componentes de la exina
(Reusch y Sadoff 1981), que es la capa externa que se encuentra sobre el quiste.
Las células vegetativas no son capaces de sintetizar alkylresorcinoles, razén por la

cual no pueden producir formas enquistadas.

Sin embargo, (Lin y Sadoff 1968) determinan que al quitar la glucosa o la sacarosa
de la fase exponencial de los cultivos, y sustituirlas por n-butanol o f-
hidroxibutirato se puede inducir el enquistamiento. Esto da lugar a la induccion en
la acumulacion de PHB y la sintesis o alkylresorcinoles. Los granulos de PHB
pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia, en virtud de la limitacion
de carbono, para que las células puedan formar los quistes (Stevenson y
Sokolofsky 1966; Wyss et al. 1969; Sadoff 1975).

En contraste en la figura 4 se puede observar los cambios morfoldgicos celulares
de la cepa AC1 (Azotobacter chroococcum) al utilizar o no los agentes de
enquistamiento evaluados, lo que indica que los agentes de enquistamiento AEO1 y
AEO2 indujeron la formacién de polimorfos de esta cepa bacteriana. Garcia-

Esquivel (2009) reportaron, al igual que este estudio, que las caracteristicas
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celulares de las poblaciones que crecieron sin la influencias de los agentes de
enquistamiento presentaron una morfologia tipica de la especie, células ovoides
(1pm de didmetro) de forma bacilar (1um de ancho X 4.5 um de largo) sin granulos
de PHB que reaccionaron de forma negativa a la coloracion de Gram (Copeland et
al. 2006).

En su estudio Garcia-Esquivel (2009) obtuvo con la adicion de sacarosa (como
inductor de enquistamiento) un 64.7% de quistes maduros resistentes a la
desecacion, estos resultados son comparables con los obtenidos en este estudio en
donde el mayor porcentaje de enquistamiento fue obtenido por el inductor AEO1,
obteniendo 67% de quistes maduros resistentes al fenémeno de la desecacion.
Esta proporcion de quistes maduros es similar a la obtenida por Reusch y Sadoff
(1981). Varias investigaciones han establecido que sustancias, como los alcoholes,
pueden inducir procesos de enquistamiento en varias especies del genero
Azotobacter, y que los alcoholes son intermediarios en el catabolismo de
hidrocarburos (Watkinson y Morgan, 1990). Las caracteristicas de las células
vegetativas y de las células quisticas (Figura 4) corresponden a lo enunciado por
otros autores que indujeron el enquistamiento de células de Azotobacter (Segura et
al. 2003; Pal et al. 1997)

Los quistes maduros (Figura 4) se componen de un cuerpo central que consiste en
el protoplasma, una membrana celular, una pared celular delgada, y el centro de
los grédnulos de PHB, rodeado por una capa con la tipica estructura capsular que

poseen las células quisticas del género Azotobacter (Garrity et al. 2005).

Caracterizacion principio activo
Una vez optimizados todos los pardmetros para la fermentacion de AC1 en el

medio de cultivo MBR, se caracterizd microbiolégicamente el producto de

fermentacion (biomasa AC1).

Los resultados demuestran que la concentracién celular de Azotobacter
chroococcum después de 24 horas de fermentacion esta en el rango de 1X1013
UFC/mL, no hay presencia de microorganismos contaminantes de ningun tipo.

Ademas, la actividad bioldgica de la cepa no se vio disminuida por las condiciones
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de crecimiento y enquistamiento suministradas para la obtencion del principio

activo. Los resultados de esta caracterizacion se pueden ver en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la caracterizacion del producto de la fermentacién de la cepa AC1 en el medio de cultivo MBR,
comparados frente ala NTC 349/07

Optimo segun NTC

Parametro Resultado . .
para Bioinoculantes
Concentracion celular 1.06X1013UCF/mL Minimo 1X107UFC/g o
mL
0
Porcentaje de pureza 99% 95%
ARA 68.01nmol
) CoHa/mL/h
Actividad Indoles 16.50ugAIA/mML No determinado por la
Totales norma
P 1154mg

disponible P20s/ml

*NTC 349/07 (Proyecto de Norma Técnica). Valores minimos aprobados para certificar productos de calidad

Estabilidad del principio activo

Las pruebas de estabilidad de biofertilizantes ayudan a determinar la vida util de
los mismos, asi como, el comportamiento de la actividad biologica a través del
tiempo. Durante los 105 dias de evaluacion (aproximadamente 3 meses) se evalto
la viabilidad y la actividad bioldgica (fijacion bioldgica de nitrégeno, solubilizacion
de fosfatos y produccion de sustancias indolicas) de la cepa AC1 en estado de

enquistamiento.

En la figura 4 se puede observar el comportamiento de la viabilidad de la cepa en
estado de enquistamiento, en las tres temperaturas evaluadas. Al finalizar el
tiempo de evaluacion (105 dias) fue posible encontrar que la disminucion en la
concentracion bacteriana nunca estuvo por debajo del orden de 108 UFC/mL, en
las tres temperaturas de almacenamiento. También es posible determinar que en
condiciones de refrigeracion (4°C) la concentracion final obtenida estuvo
alrededor de 1X10° UFC/mL, siendo la mejor temperatura para el almacenamiento

de la cepas en condiciones de enquistamiento.
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Figura 4. Viabilidad de la cepa AC1 después del enquistamiento durante 105 dias de evaluacion bajo tres temperaturas de
almacenamiento

La actividad bioldgica es uno de los principales componentes que debe ser tenido
en cuenta al momento de realizar pruebas de estabilidad, ya que es el verdadero
indicativo para conocer el estado de la cepa después de un proceso de
almacenamiento por un periodo de tiempo prolongado.
caracterizado por ser capaz de producir sustancias tipo indol y esta caracteristica

fue medida a través del tiempo y en las temperaturas de evaluacion.

La sintesis de indoles se presento indiscriminadamente en todos los tratamientos

durante los 105 dias de almacenamiento en un rango que vario entre 16ug de

AlIA/mLy 23ug de AIA/mL (Figura5).
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Figura 5. Produccién de indoles totales por parte de la cepa AC1 después del enquistamiento durante 105 dias de
evaluacion bajo tres temperaturas de almacenamiento

Igualmente en la figura 6, se puede observar la cantidad de fésforo disponible
producido por la cepa AC1 en estado de enquistamiento. El comportamiento
general de esta actividad en todos los tratamientos fue en aumento a traveés del

tiempo, obteniéndose un maximo de fésforo disponible de 120 mg de P>Os/mL
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Figura 6. Produccioén de fosforo disponible por parte de la cepa AC1 después del enquistamiento durante 105 dias de
evaluacion bajo tres temperaturas de almacenamiento

En cuanto a la actividad fijadora de nitrdgeno se realizo un ensayo de reduccion de
acetileno, para determinar la actividad de la enzima nitrogenasa de la cepa AC1 de
Azotobacter chroococcum. Se obtuvo que al comparar el tiempo O con el tiempo
siete, después de 105 dias de evaluacion, no se presentaron diferencias
significativas en los tratamientos evaluados (Figura7). En promedio la actividad de

la nitrogenasa registro un valor de 70 nmol CoHa/mL/h.
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Figura 7. Actividad de la enzima nitrogenasa por parte de lacepa AC1 después del enquistamiento en el tiempo ceroy a los
105 dias de evaluacion bajo tres temperaturas de almacenamiento

Analisis econémico

Después de evaluar la estabilidad de la cepa AC1 en estado de enquistamiento, fue
necesario comparar los costos del sistema de produccion propuesto, para la
obtencion de un posible biofertilizante en presentacion liquida frente a la
formulacion solida existente (MONIBAC®). En la tabla 7 se muestra una
comparacion de los costos de produccion de una unidad de biofertilizante en cada
uno de los procesos, en donde se presenta que existe un reduccion del 44.6% en
los costos de produccion al implementar la produccion de de la cepa AC1 en estado

de enquistamiento.
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Tabla 7. Andlisis comparativo de costos de produccién biofertilizante MONIBAC y AC1 en presentacion liquida.

Costos de Posible valor
Proceso produccién / - Reduccion
. comercial
unidad
MONIBAC $9.489 $23.722
” 44.6%
AC1 presentacion $5.279 $13.197

liquida

CONCLUSIONES

Azotobacter chroococcum es capaz de ser enquistado en el medio de cultivo MBR
bajo condiciones de biorrecator. Después de 105 dias de evaluacion se demostré
que la cepa AC1 es capaz de mantener su viabilidad y actividad bioldgica, sin

importar la temperatura de almacenamiento
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ANEXOS
Disefio empleado para optimizacién de condiciones de fermentacién

Screening Design Attributes
Design class: Screening

Design name: Factorial 273

File name: C:\Documents and Settings\mcamelo\Mis documentos\Mauricio Personal\Memoria
docs\MFactorial 273

Base Design

Number of experimental factors: 3
Number of blocks: 3

Number of responses: 1

Number of runs: 24

Error degrees of freedom: 16
Randomized: Yes

Factors Low |[High |Units |Continuous
Aireacion [-10 |10 lpm |Yes
Agitacion [-1,0 (10 rpm |Yes

pH -10 |10 Yes
Responses  |Units

UFC UFC/ml

The StatAdvisor

You have created a Factorial design which will study the effects of 3 factors in 24 runs. The designis to be run
in 3 blocks. The order of the experiments has been fully randomized. This will provide protection against the
effects of lurking variables.

NOTE: if you have used Augment Design to add a fraction to a fractional factorial design, you should check the

Alias Pattern using Tabular Options. If unusual confounding exists, the number of degrees of freedom for
estimating experimental error may be larger than shown in the summary.
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Analyze Experiment - UFC

File name: C:\Documents and Settings\mcamelo\Mis documentos\Mauricio Personal\Memoria
docs\MFactorial

2”3

Estimated effects for UFC (UFC/ml)

Effect Estimate Stnd. Error V.IF.
average 7,00948E12 |5,05831E11
A:Aireacion |9,35913E12 |1,01166E12 |10
B:Agitacion |4,9819E12 1,01166E12 (1,0
C:pH -497287E12 |1,01166E12 |10

AB 6,42955E11 |1,01166E12 |10

AC -748945E11 |1,01166E12 |10

BC -1,17496E13 |1,01166E12 |10
ABC -7,30564E12 |1,01166E12 |10
block 1,7884E12 1,43071E12 {1,33333
block -1,78698E12 |1,43071E12 |1,33333

Standard errors are based on total error with 14 d.f.

The StatAdvisor

This table shows each of the estimated effects and interactions. Also shown is the standard error of each of the
effects, which measures their sampling error. Note also that the largest variance inflation factor (V.1.F.) equals

1,33333. For a perfectly orthogonal design, all of the factors would equal 1. Factors of 10 or larger are usually
interpreted as indicating serious confounding amongst the effects.

To plot the estimates in decreasing order of importance, select Pareto Charts from the list of Graphical Options.
To test the statistical significance of the effects, select ANOVA Table from the list of Tabular Options. You can
then remove insignificant effects by pressing the alternate mouse button, selecting Analysis Options, and
pressing the Exclude button.
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Analysis of Variance for UFC

Source Sum of Squares |Df [Mean Square |F-Ratio |P-Value
A:Aireacion |5,2556E26 1 5,2556E26 85,59 0,0000
B:Agitacion |1,48916E26 1 148916E26 |24,25 0,0002
C:pH 148377E26 1 1,48377E26 |24,16 0,0002
AB 2,48035E24 1 2,48035E24 |00 05353
AC 3,36551E24 1 |3,36551E24 |0,55 0,4713
BC 8,2832E26 1 8,2832E26 134,89 |0,0000
ABC 3,20234E26 1 |3,20234E26 |5215 0,0000
blocks 1,27833E25 2 6,39167E24 |1,04 0,3789
Total error  [8,59706E25 14 |6,14076E24

Total (corr.) |[2,07601E27 23

R-squared = 95,8588 percent

R-squared (adjusted for d.f.) =93,1967 percent
Standard Error of Est. = 2,47806E12

Mean absolute error = 1,49764E12
Durbin-Watson statistic = 1,98993 (P=0,3599)
Lag 1 residual autocorrelation =-0,00421489

The StatAdvisor

The ANOVA table partitions the variability in UFC into separate pieces for each of the effects. It then tests the
statistical significance of each effect by comparing the mean square against an estimate of the experimental
error. In this case, 5 effects have P-values less than 0,05, indicating that they are significantly different from
zero at the 95,0% confidence level.

The R-Squared statistic indicates that the model as fitted explains 95,8588% of the variability in UFC. The
adjusted R-squared statistic, which is more suitable for comparing models with different numbers of
independent variables, is 93,1967%. The standard error of the estimate shows the standard deviation of the
residuals to be 2,47806E12. The mean absolute error (MAE) of 1,49764E12 is the average value of the
residuals. The Durbin-Watson (DW) statistic tests the residuals to determine if there is any significant
correlation based on the order in which they occur in your data file. Since the P-value is greater than 5,0%,
there is no indication of serial autocorrelation in the residuals at the 5,0% significance level.
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Regression coeffs. for UFC

Coefficient Estimate
constant 7,00948E12
A:Aireacion |[4,67956E12
B:Agitacion [2,49095E12
C:pH -2,48644E12
AB 3,21478E11
AC -3,74472E11
BC -5,87481E12
ABC -3,65282E12
The StatAdvisor

This pane displays the regression equation which has been fitted to the data. The equation of the fitted model

IS

UFC = 7,00948E12 + 4,6 7956E12*Aireacion + 2,49095E12*Agitacion - 2,48644E12*pH +
3,21478E11*Aireacion*Agitacion - 3,74472E11*Aireacion*pH - 5,87481E12*Agitacion*pH -
3,65282E12*Aireacion*Agitacion*pH

where the values of the variables are specified in their original units. To have STATGRAPHICS evaluate this
function, select Predictions from the list of Tabular Options. To plot the function, select Response Plots from

the list of Graphical Options.
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Correlation Matrix for Estimated Effects

@ )] ©)] ()] ®) ® O] ® 9 (10)

(1) average 1,0000 [0,0000 |0,0000 |0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 (0,0000 [0,0000
2 A:Aireacion 0,0000 (1,0000 |[0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
3) B:Agitacion 0,0000 (0,0000 |[1,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
4 C:pH 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |1,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
(5) AB 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |0,0000 {1,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
(6) AC 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |0,0000 (0,0000 [1,0000 |0,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
7 BC 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |1,0000 (0,0000 |0,0000 [0,0000
(8) ABC 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (1,0000 |0,0000 [0,0000
(9) block 0,0000 (0,0000 |(0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |1,0000 (-0,5000
(10) |block 0,0000 (0,0000 |[0,0000 |0,0000 (0,0000 [0,0000 |0,0000 (0,0000 |-0,5000 {1,0000
The StatAdvisor

The correlation matrix shows the extent of the confounding amongst the effects. A perfectly orthogonal design

will show a diagonal matrix with 1's on the diagonal and O's off the diagonal. Any non-zero terms off the

diagonal imply that the estimates of the effects corresponding to that row and column will be correlated. In

this case, there is 1 pair of effects with a non-zero correlation. Since one or more of the pairs is greater than or
equal to 0,5, you may have some difficulty separating the effects from each other when analyzing the data. You
should consider adding additional runs to the design to reduce the correlations.
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Estimation Results for UFC

Observed [Fitted Lower 95,0% CL Upper 95,0% CL
Row |Value Value for Mean for Mean
1 5E10 497025E10 |-3,38106E12 348046E12
2 3088E11 |2,69753E11 |-3,16101E12 3,70051E12
3 1,7E11 1,64719E11 |[-3,26604E12 3,59548E12
4 7375E12 (8,83262E12 |[5,40186E12 1,22634E13
5 1,45E13 155426E13 (1,21119E13 1,89734E13
6 2,7E13 2,68893E13 |2,34585E13 3,032E13
7 1663E11 |2,11222E12 |-1,31854E12 554298E12
8 6,5E12 2,20918E12 |-1,22158E12 5,63994E12
9 5125E10 ([9,44619E11 |(-2,48614E12 437538E12
10 2713E11 ([1,16467E12 |-2,26609E12 459543E12
11 1575E11 |1,05964E12 |-2,37113E12 44904E12
12 7,875E12 |[9,72754E12 [6,29677E12 1,31583E13
13 1813E13 |1,64375E13 |1,30068E13 1,98683E13
14 3067E13 |2,77842E13 |2,43534E13 3,1215E13
15 6,E12 3,00714E12 |-4,23626E11 6,4379E12
16 7438E10 (3,1041E12 -3,26663E11 6,53486E12
17 5E10 -8,43071E11 |-4,27383E12 2,58769E12
18 2313E11 |[-6,23021E11 (-4,05378E12 2,80774E12
19 1688E11 |-7,28055E11 |-4,15882E12 2,70271E12
20 1125E13 |7,93985E12 |4,50908E12 1,13706E13
21 14E13 1,46498E13 (1,12191E13 1,80806E13
22 23E13 2,59965E13 |2,25658E13 294273E13
23 1,725E11 |1,21945E12 |-2,21132E12 465021E12
24 5531E10 ([1,31641E12 |[-2,11435E12 A474717E12
The StatAdvisor

This table contains information about values of UFC generated using the fitted model. The table includes:

(1) the observed value of UFC (if any)
(2) the predicted value of UFC using the fitted model
(3) 95,0% confidence limits for the mean response

Each item corresponds to the values of the experimental factors in a specific row of your datafile. To generate
forecasts for additional combinations of the factors, add additional rows to the bottom of your data file. In
each new row, enter values for the experimental factors but leave the cell for the response empty. When you
return to this pane, forecasts will be added to the table for the new rows, but the model will be unaffected.
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Path of Steepest Ascent for UFC

Predicted
Aireacion [Agitacion |pH UFC
(1.p.m) (r.p.m) (UFC/ml)
0,0 0,0 0,0 7,00948E12
1,0 0,989507 (-0,991811 |2,66599E13
2,0 2,34469 -2,34918 |1,03916E14
3,0 3,57541 -3,5812 2,61867E14
4,0 4,72539 -4,73209 |5,20517E14
5,0 5,83075 -5,83814 |9,01457E14

The StatAdvisor

This pane displays the path of steepest ascent (or descent). This is the path from the center of the current
experimental region along which the estimated response changes most quickly for the smallest change in the
experimental factors. Itindicates good locations to run additional experiments if your goal is to increase or
decrease UFC. Currently, 6 points have been generated by changing Aireacion in increments of 1,0 l.p.m. You
can specify the amount to change any one factor by pressing the alternate mouse button and selecting Pane
Options. STATGRAPHICS will then determine how much all the other factors have to change to stay on the
path of steepest ascent. The program also computes the estimated UFC at each of the points along the path,
which you can compare to your results if you run those points.
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Optimize Response
Goal: maximize UFC

Optimum value = 2,689E13

Factor Low |[High |Optimum
Aireacion [-10 |10 10
Agitacion [-1,0 (10 10

pH -10 (10 -1,0

The StatAdvisor
This table shows the combination of factor levels which maximizes UFC over the indicated region. Use the

Analysis Options dialog box to indicate the region over which the optimization is to be performed. You may set
the value of one or more factors to a constant by setting the low and high limits to that value.

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com)



http://www.novapdf.com

