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Resumen 

 

La agricultura actual usa cerca de 100 millones de toneladas anuales de fertilizantes 

nitrogenados para sostener la demanda alimentaria mundial; la producción de estos 

fertilizantes y su aplicación en campo ha causado efectos ambientales considerables. Por 

otra parte, la producción de alimentos también viene asociada con la producción de 

millones de toneladas anuales de residuos agroindustriales. Se han propuesto alternativas 

de solución para estas problemáticas basadas en: la teoría ecológica de comunidades 

microbianas, la ingeniería de bioprocesos y la valorización de residuos agroindustriales 

con el fin de producir biofertilizantes. En este estudio, nuestro objetivo fue utilizar la 

bioprospección dirigida centrada en microbiomas, para cultivar comunidades microbianas 

diazótrofas. Esto se logró mediante el enriquecimiento de muestras de suelo en 

biorreactores que suministran nitrógeno mediante bombeo de aire y son alimentan con 

ácidos grasos volátiles como fuente de carbono. Los resultados muestran que a través de 

un proceso de selección microbiana se puede obtener una comunidad microbiana 

diazótrofa capaz de fijar 2,7 veces más nitrógeno que el inóculo de partida.  Dicha 

comunidad es capaz de crecer usando ácidos grasos volátiles provenientes de residuos 

como fuente de carbono. Durante el proceso de cultivo se pueden obtener formas 

inorgánicas de nitrógeno en el sobrenadante en concentraciones que alcanzan 12,7 

mg*ml-1.  La comunidad microbiana diazótrofa crecida en bioreactores, cuyos tres géneros 

más abundantes son Sinirhodobacter sp. (44,4%), Aureimonas sp. (17,7%) y Taibaiella sp. 

(12,4%); es capaz de promover el crecimiento de plantas de tomate tanto en hidroponía 

como en suelo.  Alcanzando una altura y producción igual a la obtenida usando fertilizantes 

nitrogenados de síntesis química con aporte completo de nitrógeno. Se evidencia el 

potencial de la metodología para hacer crecer una comunidad microbiana diazótrofa con 

potencial biofertilizante. La sencillez de funcionamiento del reactor y la capacidad de 

operar con fuentes de carbono provenientes del tratamiento de residuos agroindustriales 

hace que su aplicación sea prometedora para los países en desarrollo con bajo progreso 

tecnológico 
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Abstract 

Assessment of a Strategy for Valorization of Fatty Acids in the Production of 

Diazotrophic Microbial Communities with Biofertilizer Potential 

 

Current agriculture utilizes approximately 100 million tons of nitrogen fertilizers annually to 

sustain global food demand, yet their production and application have led to significant 

environmental consequences. Additionally, food production generates millions of tons of 

agro-industrial waste annually. Proposed solutions to these issues involve leveraging 

ecological theories of microbial communities, bioprocess engineering, and valorization of 

agro-industrial waste to produce biofertilizers. This study aimed to utilize directed 

bioprospecting focused on microbiomes to cultivate diazotrophic microbial communities. 

This was achieved by enriching soil samples in bioreactors that supplied nitrogen through 

air pumping and were fed with volatile fatty acids as a carbon source. Results demonstrate 

that through microbial selection, a diazotrophic microbial community capable of fixing 2.7 

times more nitrogen than the initial inoculum can be obtained. This community can grow 

using volatile fatty acids from waste as a carbon source. During cultivation, inorganic forms 

of nitrogen can be obtained in the supernatant at concentrations reaching 12.7 mg*ml-1. 

The diazotrophic microbial community grown in bioreactors, with the three most abundant 

genera being Sinirhodobacter sp. (44.4%), Aureimonas sp. (17.7%), and Taibaiella sp. 

(12.4%), is capable of promoting tomato plant growth in both hydroponic and soil 

environments. Achieving height and production equal to that obtained using chemically 

synthesized nitrogen fertilizers. The potential of this methodology to cultivate a diazotrophic 

microbial community with biofertilizer potential is evident. The simplicity of reactor operation 

and the ability to operate with carbon sources from agro-industrial waste treatment make 

its application promising for technologically underdeveloped countries. 

 

 

Keywords: nitrogen, biological nitrogen fixation, self-assembled communities, plant growth 

promotion 
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objetivo específico 1 y aborda el erriquecimiento y selección de una comunidad microbiana 

fijadora de nitrógeno usando Acidos Grasos Volátiles (AGVs) como fuente de carbono. En 

el capítulo 3 (objetivo específico 2) se muestra el uso de los AGVs provenientes de estiercol 

de cerdo para cultivar la comunidad microbiana autoensamblada como una opción de 
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autoensamblada en plantas de tomate. Finalmente el capítulo 5 contiene las 
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1.  Capítulo 1: Evaluación de una estrategia de 
valorización de ácidos grasos para la 
producción de comunidades microbianas 
diazótrofas con potencial biofertilizante 

1.1 Introducción general 

Para el 2022 se produjeron 9,6 billones de toneladas de alimentos a nivel mundial 

(FAOSTAT, 2ª23a), para el 2050 se espera que esta cifra aumente en un 70% (FAOSTAT, 

2ª23a). A nivel agrícola tanto para la producción de consumo humano como animal, uno 

de los principales insumos son los fertilizantes, donde el nitrógeno es el nutriente más 

importante (Móring et al., 2021). El nitrógeno que se usa en la agricultura se puede obtener 

a partir de la mineralización de fuentes orgánicas ya sean de origen vegetal o animal 

(Zhang et al., 2021).  

 

Este aporte no es suficiente para sustentar la producción de los cultivos (Zhang et al., 

2021). Por lo que se hace necesario usar fuentes de síntesis química que extraen el 

nitrógeno de la atmósfera (Fúnez Guerra et al., 2020), de esta forma cerca del 80% del 

nitrógeno que se usa en la agricultura proviene de la síntesis química mediante la reacción 

de Haber Bosh (HB) (Galloway et al., 2021). Usando este proceso, para el 2021 se 

produjeron cerca de 108 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados, cifra que sigue 

en aumento debido a la creciente demanda de alimentos (FAOSTAT, 2023b). HB es un 

proceso que demanda entre 20 y 30 GJ*ton de NH3
-1 que se obtiene a partir de fuentes no 

renovables (Fúnez Guerra et al., 2020) y genera cerca del 2% de las emisiones globales 

de gases efecto invernadero (Galloway et al., 2021).  

 

Se ha explorado la fijación biológica de nitrógeno realizada por microorganismos como 

estrategia para mitigar los impactos de los fertilizantes químicos. En este sentido, existe 
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una variedad de inoculantes microbianos que se venden actualmente como fijadores de 

nitrógeno (Joshi & Gauraha, 2022). A pesar de que el mercado mundial de biofertilizantes 

microbianos está creciendo (Joshi & Gauraha, 2022), su aplicación es todavía baja en 

comparación con los fertilizantes químicos (Aloo et al., 2021). Esto debido a que se 

mantienen algunas limitaciones en su producción, formulación y aplicación.  

 

En primer lugar, la mayoría de los biofertilizantes nitrogenados se basa en aislamientos 

puros en su mayoría con Rizhobium como ingrediente activo (Aloo et al., 2021), esto ha 

hecho que este tipo de desarrollos solo funcionen en un número de cultivos restringido 

como las leguminosas. En segundo lugar, el otro porcentaje de los biofertilizantes está 

desarrollado a partir de aislamientos puros cuya efectividad a nivel de campo es limitada 

(Joshi & Gauraha, 2022). Finalmente, la producción a gran escala de estos productos sigue 

siendo costosa debido a que se requieren unas condiciones controladas y fuentes 

nutricionales costosas para poder cultivar estos microorganismos (Ben Rebah et al., 2007; 

Sansinenea, 2021). 

 

Ante esta situación, considerando las bases teóricas de la ecología de comunidades 

microbianas, la ingeniería de bioprocesos para cultivos microbianos y el creciente interés 

por los microbiomas terrestres, Se propone la producción 4iorreactoresres de 

comunidades microbianas auto ensambladas, utilizando diferentes tipos de presión 

selectiva (Gutierrez et al., 2020).  

 

Como parte de la investigación del grupo GAOX, usando reactores operados en flujo 

continuo, se logró demostrar a nivel experimental que se pueden cultivar exitosamente 

comunidades microbianas fijadoras de nitrógeno, que una vez inoculados en plantas de 

cilantro se logra un crecimiento igual o cercano al obtenido usando nitrógeno de síntesis 

química (Rodriguez-Gonzalez et al., 2021. Para el caso específico de tomate, plantas 

inoculadas con el efluente 4iorreactoresres alimentados con ácido cítrico como fuente de 

carbono   alcanzaron el mismo crecimiento que el obtenido con el fertilizante de síntesis 

química (Gutiérrez et al., 2022). Sin embargo, su aproximación práctica sigue siendo 

costosa debido a que es necesario usar ácido cítrico de origen industrial. Además, usar un 

reactor operado en continuo aumenta los costos de producción.  
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Los residuos orgánicos son una fuente alternativa de fuentes de carbono de bajo costo. 

Entre las opciones de uso y adición de valor agregado se encuentra la digestión anaerobia 

(Clavijo-Salinas et al., 2020), cuyos productos finales son el biogás, una fase sólida rica en 

nutrientes y una fase líquida que contiene ácidos grasos volátiles (AGVs), también 

conocidos como ácidos grasos de cadena corta (Harirchi et al., 2022).  

 

Los AGVs son moléculas carbonadas de bajo peso molecular (Harirchi et al., 2022). El 

interés en este tipo de compuestos radica en que se pueden obtener como un subproducto 

de la digestión anaerobia y tienen un alto potencial de aprovechamiento debido a que son 

precursores metabólicos en varios procesos celulares (Agnihotri et al., 2022). Se ha 

demostrado su uso como materia prima para la obtención de diferentes tipos de 

bioproductos como polihidroxialcanoatos, biocombustibles, biogás, hidrógeno y otras 

moléculas como ésteres, cetonas y alcanos (Agnihotri et al., 2022). Se estima que 

actualmente se producen cerca de 250.000 millones de litros de efluentes de digestores 

anaerobios en el mundo. Esto representa miles de kilogramos de ácidos grasos 

potencialmente aprovechables que no se aprovechan como un subproducto con valor 

agregado (Agnihotri et al., 2022) y cuya recuperación podría reemplazar fuentes de 

carbono costosas.  

 

Teniendo en cuenta lo anteriormente dicho, el presente trabajo busca evaluar una 

estrategia de valorización de ácidos grasos volátiles provenientes de residuos de la 

industria porcícola para la producción de comunidades microbianas diazótrofas con 

potencial biofertilizante. 

 

1.2 Problema y justificación 

El nitrógeno es uno de los macronutrientes más importante para la vida y constituye el 

elemento en mayor proporción dentro de los planes de fertilización de cultivos (FAO, 

2022b).  La única reserva natural accesible de nitrógeno que existe sobre la superficie de 

la tierra es el nitrógeno atmosférico (González-Andrés & James, 2016). Aunque se 

encuentra de manera abundante en la atmósfera (78%), esta reserva no puede ser 

directamente utilizada por la mayoría de los seres vivos. Solamente las bacterias y algunas 
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arqueas conocidas como fijadores biológicos de nitrógeno son capaces de transformar el 

nitrógeno gaseoso de la atmósfera en formas de nitrógeno combinado (Wang et al., 2021).  

Existe un método antropogénico para fijar nitrógeno atmosférico, sin embargo, a un costo 

energético y ambiental muy alto. Este proceso es conocido como la reacción de Haber 

Bosh. HB requiere una temperatura de funcionamiento de 400 a 500 °C y una presión 

superior a 100 bar para convertir N2 y H2 en NH3 (Smith et al., 2020). Por una tonelada de 

amonio generada se produce promedio global de 2,9 toneladas de dióxido de carbono y 

se consume 30 GJ de energía aportados a través de la combustión de metano (Bicer et 

al., 2017). Alrededor del 1,6% de la oferta global de combustibles fósiles se emplean para 

la producción de amonio mediante HB (Fúnez Guerra et al., 2020).  

 

A nivel mundial, se esperaba que la demanda de fertilizantes nitrogenados alcanzara los  

112 millones de toneladas para apoyar la producción de alimentos para alrededor de 8 mil  

millones de personas que dependen de estos.Sin embargo, estas cifras fueron superadas  

en el 2020, produciéndose aproximadamente 11.774 millones toneladas de alimentos de 

origen vegetal, lo que requirió de 113 millones de toneladas de  fertilizantes nitrogenados 

(FAOSTAT, 2023b) producidos mediante HB. Además, de las problemáticas ambientales 

antes mencionadas, hay un problema económico mundial y es que a raíz de la pandemia 

generada por el COVID-19 y los conflictos geopolíticos entre Rusia y Ucrania, la oferta de 

gas natural, principal fuente energética usada en HB se ha disminuido (Geng et al., 2021), 

lo que hace que se incrementen de manera drástica los precios de los fertilizantes. 

 

 Para el caso de Colombia, desde el 2020 hasta agosto del 2022 se han registrado 

aumentos en más del 300% en los precios para los fertilizantes nitrogenados y en general 

para todo tipo de fertilizantes (DANE, 2023). Este problema genera como consecuencias 

una menor obtención de utilidades para los productores agropecuarios y aumento en los 

precios de los alimentos para los consumidores. Otra consecuencia es que muchos 

sistemas de producción agrícola deben parar su producción porque dejan de ser rentables 

y el país se ve en la obligación de importar alimentos para suplir la demanda (FAOSTAT, 

2022). A nivel mundial se habla de un aumento promedio del 70% en los precios de los 

fertilizantes (FAO, 2022b).  

 

Los biofertilizantes se han venido usando desde hace varios años como alternativa a la 

fertilización de síntesis química, sin embargo, al revisar el mercado actual, los productos a 
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base de bioinoculantes solo representan un 5% de consumo frente a los fertilizantes 

convencionales (Bonilla Buitrago et al., 2021), esto permite concluir que estas alternativas 

biotecnológicas siguen manteniendo limitaciones que no les permiten un uso extendido. 

Algunas de las limitaciones que aún se mantienen son los altos costos asociados a las 

fuentes nutricionales usadas para el crecimiento de los microorganismos (Ben Rebah et 

al., 2007; Suthar et al., 2017).  

 

La producción industrial de Rizhobium, Azospirillum y Azotobacter usa fuentes de carbono 

como sacarosa, ácido málico, manitol y glucosa que representan aproximadamente el 54% 

de los costos variables de producción (Amaresan et al., 2023; Sethi & Adhikary, 2012). Es 

por esto que se hace necesario explorar el uso de fuentes nutricionales que sean menos 

costosas en el proceso de producción y que su obtención a su vez no genere residuos 

adicionales, sino que por el contrario pueda contribuir a resolver otros problemas como es 

el caso de los  residuos agroindustriales. 

 

La gestión de residuos orgánicos agroindustriales es un desafío imperante en el ámbito 

agrícola e industrial (FAO, 2019), donde el aumento exponencial de la producción de 

residuos no solo refleja la expansión de estas actividades, sino también la ausencia de 

estrategias idóneas para su tratamiento y aprovechamiento eficiente (FAO, 2019). 

Anualmente se generan 55 billones de toneladas de residuos de origen animal (Girotto & 

Cossu, 2017). Este tipo de residuos merecen atención especial debido a que por su alto 

contenido de humedad liberan CO2 (3,5 billones de toneladas de CO2eq en 2018), 

amoníaco (60 millones de toneladas en 2018) y otros contaminantes, contribuyendo al 

efecto invernadero y contaminación de fuentes de agua (FAO, 2020). El uso de la digestión 

anaerobia como opción de manejo y valoración de este tipo de residuos se ha venido 

usando desde hace muchos años enfocada en la producción de biogás, dejando de lado 

la fase sólida y la fase líquida del efluente que normalmente se convierten en un desecho 

más (Kranert et al., 2012). La fase líquida puede llegar a contener concentraciones 

considerables de moléculas orgánicas con alto potencial de valorización como los AGVs 

(Wainaina et al., 2019). Los AGVs provenientes del tratamiento anaerobio de residuos se 

han usado como materia prima para la obtención de diferentes tipos de bioproductos como 

polihidroxialcanoatos, biocombustibles, biogás, hidrógeno y otras moléculas como ésteres, 

cetonas y alcanos (Agnihotri et al., 2022). 
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 La fijación de nitrógeno se ha propuesto como otra opción de valorización de los AGVs 

(Clavijo-Salinas et al., 2020). Estudios recientes han mostrado que algunos 

microorganismos son capaces de usar acetato como fuente de carbono para el proceso de 

fijación biológica de nitrógeno (Jing et al., 2022; Wang et al., 2017). Sin embargo, no se ha 

explorado el uso de otro tipo de AGVs que puedan ser útiles para cultivar microorganismos 

diazótrofos para producir biofertilizantes. 

 

1.3 Pregunta de investigación e hipótesis 

1.3.1 Pregunta de investigación 

¿Es posible obtener una comunidad microbiana fijadora de nitrógeno que se capaz de usar 

ácidos grasos volátiles como fuente de carbono y que pueda ser usada como 

biofertilizante? 

1.3.2 Hipótesis 

Se hipotetiza que es factible obtener una comunidad microbiana fijadora de nitrógeno que 

posea la capacidad metabólica para utilizar ácidos grasos volátiles como fuente de 

carbono. Esta comunidad microbiana, una vez desarrollada y probada, podría ser utilizada 

exitosamente como biofertilizante, promoviendo la fijación de nitrógeno en el suelo y 

contribuyendo así al incremento de la productividad de cultivos agrícolas 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Evaluar una estrategia de valorización de ácidos grasos provenientes de residuos de la 

industria porcícola para la producción de comunidades microbianas diazótrofas con 

potencial biofertilizante 

1.4.2 Objetivos específicos 

Obtener una comunidad microbiana autoensamblada con fijadores de nitrógeno que pueda 

usar ácidos grasos volátiles como fuente de carbono 
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Evaluar el uso de ácidos grasos volátiles provenientes de estiércol de cerdo como fuente 

de carbono para producir una comunidad microbiana autoensamblada con fijadores de 

nitrógeno 

Examinar el potencial biofertilizante de las comunidades microbianas diazótrofas 

alimentadas con ácidos grasos volátiles provenientes de estiércol de cerdo como fuente 

de carbono 

 





 

 
 

2. Capítulo 2: Enriquecimiento y selección de 
una comunidad microbiana 
autoensamblada fijadora de nitrógeno 
capaz de usar ácidos grasos de cadena 
corta como fuente de carbono 

2.1 Resumen 

La fijación biológica de nitrógeno es el segundo proceso biológico más importante para 

mantener la vida en el planeta. Se han logrado aislar microorganismos fijadores de 

nitrógeno de vida libre desde diferentes ambientes para desarrollar biofertilizantes. Las 

comunidades autoensambladas fijadoras de nitrógeno pueden ser más ventajosas para 

producir biofertilizantes. En este trabajo usamos una estrategia de enriquecimiento 

microbiano a partir de una muestra de suelo conocida como “top-down” para obtener una 

comunidad microbiana autoensamblada fijadora de nitrógeno capaz de usar ácidos grasos 

volátiles (AGVs) como fuente de carbono. Los resultados muestran que la comunidad 

autoensamblada aumenta un 76% la capacidad de fijación de nitrógeno con respecto al 

inóculo inicial y se evidencia un consumo significativo de AGVs. Usando secuenciación 

Illumina dirigida al 16s rRNA se determinó que los 6 taxones más abundantes de la 

comunidad autoensamblada fueron Gordonia sp. (34,7%), Unclassified_1 (31%) y 

Unclassified_3 (8%), Unclassified_2 (4,2%), Pseudoxanthomonas sp. (3,6%) y 

Gluconoacetobacter sp. (4,6%). Algunos de ellos aun no clasificados y poco estudiados, 

pero con potencial para usarse como inoculantes. 

 

2.2 Introducción 

Los microorganismos en la naturaleza nunca trabajan ni conviven solos. Forman 

comunidades con estrechas relaciones entre sus miembros que les permiten colonizar casi 
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cualquier nicho (Xu et al., 2020). Bajo la evidencia reciente que muestra que pensar en 

desarrollos biotecnológicos basados en comunidades microbianas puede ser más 

ventajoso que seguir usando aislamientos puros (Gutierrez et al., 2020). Han emergido 

nuevas líneas de investigación como la ingeniería de microbiomas, cuyo objetivo es 

aprovechar el conocimiento científico fundamental y el diseño cuantitativo para crear 

microbiomas que realicen las funciones deseadas (Lawson et al., 2019). En términos 

prácticos, lo que se busca es integrar la teoría ecológica de comunidades microbianas con 

la ingeniería de bioprocesos para diseñar y operar biorreactores que fomenten el desarrollo 

de comunidades microbianas específicas que puedan realizar las funciones deseadas 

(Gutierrez et al., 2020). 

 

Debido a la alta complejidad y la comprensión limitada de los procesos del microbioma a 

escala molecular, el diseño del microbioma ha seguido convencionalmente un enfoque 

“top-down” (Lawson et al., 2019). Este enfoque intenta predecir cómo los controles a nivel 

del ecosistema pueden crear un microbioma con las funciones deseadas partiendo de un 

microbioma inicial (Diaz-Colunga et al., 2022). Esta aproximación elimina la necesidad de 

elegir una cepa o una ruta metabólica en particular, lo que se busca es usar variables 

ambientales seleccionadas (tasas de carga de sustrato, tiempos de retención celular o 

disponibilidad de nutrientes) que fuerzan un microbioma existente a través de la selección 

ecológica para realizar los procesos biológicos deseados (Tobias-Hünefeldt et al., 2021). 

Al final del proceso, se obtienen comunidades autoensambladas. El término autoensamble 

se refiere a que son los mismos microorganismos quienes deciden con qué otros 

microorganismos asociarse para responder a las condiciones que se han establecido como 

factor de selección (Gutierrez et al., 2020). Esto significa que se aprovechan las 

asociaciones naturales entre los microorganismos.  

 

A nivel experimental, se han logrado construir comunidades microbianas autoensambladas 

fijadoras de nitrógeno usando como variable de selección la fuente de nitrógeno (Gutiérrez 

et al., 2022), y se ha evidenciado el papel de estas comunidades como inoculantes en 

tomate para suplir la demanda de nitrógeno de las plantas. Pero hay otro factor de 

selección que podría evaluarse como las fuentes de carbono. Los dos átomos de nitrógeno 

están unidos por un triple enlace muy estable que requiere mucha energía (945 kJ, o 226 

kcal mol-1) para romperse y ahí radica uno de los principales desafíos de la fijación 

biológica del nitrógeno (Zuberer, 2021). Normalmente en las 14 décadas que se ha 
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estudiado la fijación biológica de nitrógeno, se han usado unas pocas moléculas como 

fuente de energía (glucosa, sacarosa, ácido málico, manitol), valdría la pena explorar otras 

opciones que puedan ser más eficientes energéticamente hablando como los ácidos 

grasos volátiles (AGVs) que se describen en el capítulo 1.  

 

Desde un punto de vista teórico, los microorganismos fijadores de nitrógeno podrían 

metabolizar los AGVs para obtener el ATP necesario para catalizar la fijación del N2. Los 

AGVs entrarían a la ruta de la β-oxidación para producir Acetil-CoA, la cual entra al ciclo 

de Krebs para producir ATP (Fujita et al., 2007). La cantidad de ATP que se obtiene de 

cada ácido graso va a depender del número de carbonos que contenga (Fujita et al., 2007).   

Este trabajo busca obtener una comunidad microbiana autoensamblada fijadora de 

nitrógeno usando como factor de selección ecológica la fuente de nitrógeno y la fuente de 

carbono.  

2.3 Materiales y métodos 

2.3.1 Obtención del inóculo inicial 

Se tomó como inóculo inicial el suelo rizosférico de plantas de yuca, plátano, sábila y pasto 

brachiaria de la finca “cañabravas” vereda San José, municipio del Darién, Valle del Cauca, 

Colombia (3°53´12.9¨N, 76°22´9.2¨W). Corresponde a una finca de agricultura familiar sin 

historial de aplicación de fertilizantes nitrogenados de síntesis química. El objetivo de usar 

diferentes especies de plantas corresponde tener una amplia diversidad de partida para el 

enriquecimiento y selección de la comunidad autoensamblada. El suelo rizosférico fue 

recolectado siguiendo la metodología de Barillot y colaboradores (2013). Brevemente, se 

retiraron del suelo 3 plantas de cada especie(12 en total), se agitaron vigorosamente para 

desprender el suelo de soporte y se seleccionaron las raíces jóvenes con pelos radicales, 

las cuales fueron cortadas, almacenadas en bolsas plásticas Ziploc a 4°C para su 

transporte al laboratorio. Para cada planta se pesaron 100 g de raíces, se mezclaron las 

raíces de las 4 especies de plantas en un frasco estéril de 1 L, el cual se llenó hasta la 

mitad con solución salina al 0.85 % y se añadió tween 80 al 0.01 %. Posteriormente, se 

agitó durante 90 minutos a 300 rpm para desprender el suelo rizosférico y las bacterias del 

rizoplano. La fase líquida se centrifugó a 150 g durante 10 minutos, el sobrenadante se 

https://www.zotero.org/google-docs/?O89Qrk
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filtró (1 mm) y se transfirió a otro frasco estéril. Finalmente, este filtrado se utilizó como 

inóculo de partida para el proceso de enriquecimiento y selección (figura 1A). 

 

2.3.2 Obtención de una comunidad microbiana autoensamblada 
fijadora de nitrógeno 

Se utilizó la metodología propuesta por Díaz-García y colaboradores (2021) con algunas 

modificaciones para la obtención de la comunidad autoensamblada. Se usaron reactores 

aerobios en semibatch (figura 1B). Para la fase de enriquecimiento (figura 1 A-2), el inóculo 

rizosférico se cultivó en medio NFB sin aporte de nitrógeno (Rennie, 1981) evaluando tres 

variaciones en las fuentes de carbono (tabla 1): la primera fue una mezcla de ácido acético 

(Sigma-Aldrich, USA), ácido propiónico (Sigma-Aldrich, USA) y ácido butírico (Sigma-

Aldrich, USA); la segunda fue una mezcla de glucosa y manitol; y en la tercera sin fuente 

de carbono. Para cada variación de la fuente de carbono se usaron tres replicas. Adicional 

a las fuentes de carbono, se añadieron otros nutrientes en las siguientes cantidades para 

1 L de medio de cultivo: 0.5g K2HPO4, 0.1g NaCl, 0.2g MgSO4, 0.2g KOH, 0.02g CaCl2, 2 

mL de solución de micronutrientes y 4 mL de solución Fe-EDTA.  Solución de 

micronutrientes para 200 mL: 0.02g Na2MoO4 2H2O, 0.235g MnSO4, 0.280 g H3BO3, 0.008 

g CuSO4 .5H2O y 0.0024 g ZnSO4 .7H2O. Solución de Fe-EDTA para 100 mL: 0.8258 g 

FeSO4 .7H2O y 0.556 g Na2EDTA.2H2O. En ningún tratamiento se adicionaron vitaminas. 

El pH fue ajustado a 7 para los tres casos. El volúmen efectivo de cada reactor fue de 250 

mL. Se realizó una alimentación por lotes con un tiempo de retención hidráulica de 7 días, 

reemplazando el 99% del contenido del reactor con medio de cultivo estéril. El proceso de 

alimentación se realizó 6 veces (figura 1A-2). Previo a cada alimentación, se tomaron 

alícuotas de 5 mL de cada reactor para medición de variables de seguimiento. 

 

Para la fase de selección (Figura 1A-2), se realizaron diluciones en serie del efluente del 

reactor obtenido en la sexta alimentación. Se usó 1 mL del contenido del reactor en 9 mL 

de solución salina estéril (0.85%). Se tomaron 2,5 mL de las diluciones 10-3 , 10-4 , 10-5 , 

10-6 y 10-7 y se inocularon en reactores con medio NFB estéril con las tres variaciones en 

la fuente de carbono registradas en la tabla 1. Los reactores se incubaron paralelamente 

durante 28 días a temperatura ambiente con entrada de aire permanente (1 L*min-1) (figura 

1A-3). Cada siete días se tomaron alícuotas para medición de variables de seguimiento. 
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Figura 1. Montaje experimental usado para la obtención de una comunidad microbiana 

autoensamblada fijadora de nitrógeno. A1: obtención del inóculo inicial a partir de suelo rizosferico 

de diferentes especies de plantas. A2: Fase de enriquecimiento usando la fuente de nitrógeno y 

fuente de carbono como factor de selección ecológica. A3: Fase de selección de una comunidad 

microbiana. B: Sistema usado para la inyección de aire en los reactores 

 

Tabla 1. Variaciones en la fuente de carbono evaluadas para la fase de enriquecimiento y 

selección. 

Fuente de carbono Mezcla AGVs sintéticos 
* 

Sin carbono 
* 

Glucosa - manitol 
* 

Ácido acético (g*L-1) 7,45 0 0 

Ácido propiónico (g*L-

1) 
2,25 0 0 

Ácido butírico (g*L-1) 1,85 0 0 

Glucosa (g*L-1) 0 0 8 

Manitol (g*L-1) 0 0 8 
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*Adicional a las fuentes de carbono, se añadieron otros nutrientes en las siguientes 

cantidades para 1 L de medio de cultivo: 0.5g K2HPO4, 0.1g NaCl, 0.2g MgSO4, 0.2g KOH, 

0.02g CaCl2, 2 mL de solución de micronutrientes y 4 mL de solución Fe-EDTA.  Solución 

de micronutrientes para 200 mL: 0.02g Na2MoO4 2H2O, 0.235g MnSO4, 0.280 g H3BO3, 

0.008 g CuSO4 .5H2O y 0.0024 g ZnSO4 .7H2O. Solución de Fe-EDTA para 100 mL: 0.8258 

g FeSO4 .7H2O y 0.556 g Na2EDTA.2H2O. El pH del medio fue ajustado a 7. 

 

2.3.3 Sistema de reactores usado 

Se usaron reactores en semibatch con mezcla completa (figura 1B). Cada reactor se 

compone de una botella de vidrio de 500 mL con una entrada de aire permanente (1 L*min-

1) inyectada por una bomba de aire. La bomba de aire está dentro de una caja hermética 

de plástico que tiene 4 entradas de aire del ambiente que es filtrado por cilindros de plástico 

rellenos de algodón antiséptico. Cada bomba inyecta aire a través de una manguera de 

plástico en los reactores. Antes de ingresar al reactor, cada manguera se conecta a un 

filtro de tamaño de poro de 0.22 µm, para garantizar condiciones asépticas dentro del 

reactor. El burbujeo generado por la manguera mantiene el medio de cultivo en constante 

mezcla. Los reactores se cubrieron con papel de aluminio para evitar la entrada de luz. 

 

2.3.4 Variables de seguimiento de los bioreactores 

Se tomaron alícuotas para medir densidad óptica a 600 nm (Hoefer SP-2001), pH (Hanna 

Instruments HI-98160), nitrógeno total del efluente usando el kit comercial Hanna 

Instruments HI93767A-50 y concentración de AGVs. Los AGVs se midieron mediante 

cromatografía de gases (Perkin Elmer Clarus 590), con una columna elite FFAP 30m x 

0.25 mm ID x 0.25 um DF y un detector de ionización de flama. Se utilizó nitrógeno como 

gas de arrastre a 15 psi con un split ratio de 120 mL/min. Las temperaturas del horno, el 

inyector y el detector se mantuvieron en 140, 250, y 250 ºC, respectivamente. Las muestras 

para el análisis de AGVs se acidificaron con HCl al 37% (Honeywell Fluka, Austria), se 

filtraron con PTFE tamaño de poro 0.45 µm, y se almacenaron a -20 ºC hasta su análisis. 

Se utilizó una mezcla estándar de AGVs 10 mM (Sigma-Aldrich, USA) para la curva de 

calibración, que incluye los ácidos: acético, propiónico, iso butírico, butírico, iso valérico, 

valérico, 4 metil valérico, hexanóico, y heptanóico. 

 



Capítulo 2 17 

 

2.3.5 Extracción de ADN, secuenciación y análisis bioinformático 

A los 28 días de operación, 50 mL del efluente de los reactores alimentados con AGVs 

fueron centrifugados a 10000 g por 30 minutos (UNIVERSAL 320 - Hettich), se descartó el 

sobrenadante y el pellet fue usado como material de partida para la extracción de ADN. Se 

usó el kit NucleoSpin Soil (Macherey–Nagel GmbH, Germany) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante (solución de lisis SL1). Se midió la calidad y cantidad del 

ADN extraído mediante electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometria usando 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA).  

 

Las regiones del gen V3-V4 16S rRNA (341F - 805R) fueron secuenciadas por Mr.DNA 

Lab (Molecular Research LP Co, TX, USA) utilizando una plataforma Illumina MiSeq. Los 

datos de secuenciación fueron analizados utilizando QIIME2 v 2023.9 (https://qiime2.org)  

(Bolyen et al., 2019). La eliminación de ruido, la desreplicación de las secuencias y el 

filtrado de quimeras con el método de consenso se realizaron utilizando DADA2 (Callahan 

et al., 2016) dentro de QIIME2. La asignación taxonómica de las variantes de secuencia 

de amplicones (ASV) (97% de identidad de secuencia) se realizó utilizando el complemento 

“fit-classifier-naïve-Bayes”, frente a la base de datos de referencia SILVA 138. La 

visualización de abundancias e índices de diversidad se realizó usando el paquete 

Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) de R (R Core Team, 2022). 

2.3.6 Análisis estadístico 

Para las variables de seguimiento de los bioreactores se realizó un análisis de varianza 

ANOVA (p<0,05), se probaron los supuestos de normalidad mediante prueba de Shapiro-

Wilks y homogeneidad de varianzas mediante prueba de Bartlett. Se realizaron análisis de 

comparaciones de medias usando Tukey (p<0,05). Todos los análisis fueron realizados 

usando el programa R (R Core Team, 2022). Se realizó una correlación de Pearson entre 

las variables fisicoquímicas de los reactores y las abundancias relativas a nivel de género. 

2.4 Resultados 

Los resultados muestran que al iniciar la fase de enriquecimiento (figura 2) se obtuvo un 

crecimiento significativamente menor (ANOVA-Tukey p<0,05) usando AGVs como fuente 

de carbono con respecto de la glucosa. Al finalizar la alimentación 5 y 6 se obtiene un 
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crecimiento significativamente mayor (ANOVA-Tukey p<0,05) usando AGVs (figura 2). La 

oxidación de los AGVs genera un aumento significativo del pH con respecto al pH inicial 

hasta valores cercanos a 8 en la sexta alimentación, mientras que la de la glucosa genera 

una disminución a valores por debajo de 4 (figura 2). La fase de selección mostró que 

usando AGVs se obtiene una concentración significativamente mayor de nitrógeno total 

para la dilución 10-6 con respecto del inóculo sin ningún proceso de enriquecimiento o 

selección (figura 3).  

 

Para el caso de la glucosa, en la fase de selección se obtienen cantidades de nitrógeno 

total significativamente menores con respecto al inóculo inicial. Adicionalmente, se 

evidenció una reducción significativa de la concentración de ácido butírico y ácido 

propiónico para cada una de las diluciones (figura 3) con respecto a un control no 

inoculado.  

 

Figura 2. Densidad óptica (curvas discontinuas) y pH (triángulos) para cada una de las 6 

alimentaciones sucesivas en la fase de enriquecimiento. AGVs: ácidos grasos volátiles, 

Glu-Man: mezcla de glucosa y manitol. n=3.  
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Figura 3. Variables fisicoquímicas en la fase de selección medidas a los 28 días de 

operación de los reactores. AGVs: ácidos grasos volátiles, Glu-Man: mezcla de glucosa y 

manitol. Letras diferentes muestran diferencias estadísticamente significativas de 

nitrógeno total entre las diluciones (ANOVA -Tukey p<0,05). * grises indican diferencias 

estadísticamente significativas en concentración de AGVs respecto al control no inoculado 

(ANOVA-Dunnet p<0,05). * blancos indican diferencias estadísticamente significativas en 

pH respecto a pH 7 (ANOVA-Dunnet p<0,05). n=3.  

 

Se realizó secuenciación del gen 16s rRNA para el inóculo rizosferico inicial y las 

comunidades obtenidas en las diluciones con AGVs como fuente de carbono. El proceso 

de enriquecimiento y posterior selección logró obtener comunidades microbianas con una 

composición diferente a la del inóculo inicial (Figura 4). Las comunidades obtenidas en las 

diluciones son similares entre sí predominando familias como Nocardiaceae, 

Sphingobacteriaceae y Rhodobacteraceae.  
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Figura 4. Abundancia relativa a nivel de Familia para el inóculo rizosferico (IR) y las 

diluciones obtenidas en la etapa de selección a los 28 días de operación de los reactores 

alimentados con AGVs. Los taxones resaltados corresponden a los más abundantes para 

cada phylum. n=3.  

A nivel de género (Figura 5), en todas las diluciones se obtiene la presencia de Gordonia 

sp., Olivibacter sp. y otros dos géneros que no fueron clasificados a nivel taxonómico 

(Unclassified_1 y Unclassified_2). La figura 6 muestra los valores de abundancia relativa 

para los 20 géneros más abundantes. Se observa que los géneros más abundantes 

obtenidos en la selección originalmente estaban es una abundancia por debajo del 2% en 

el inóculo rizosférico. Los índices de diversidad observed, chao1 y ACE muestran una  

reducción de hasta tres veces en las comunidades autoensambladas de cada dilución con 

respecto del inóculo rizosférico (Figura 7). Estos tres índices muestran también que a 

medida que aumenta la dilución la diversidad disminuye (Figura 7). El índice de Shannon 

muestra un valor por encima de 5 para el inóculo rizosferico mientras que para las 

comunidades obtenidas en las diluciones los valores están por debajo de 2,5. El índice de 

dominancia de Simpson muestra que en las comunidades de las diluciones los valores son 
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altos con respecto al inóculo rizosferico, evidenciando que hay pocos taxones con alta 

abundancia que dominan en la comunidad.  

 

Figura 5. Abundancia relativa a nivel de genero para el inóculo rizosferico (IR) y las 

diluciones obtenidas en la etapa de selección a los 28 días de operación de los reactores 

alimentados con AGVs. Los taxones resaltados corresponden a los más abundantes para 

cada phylum. n=3.  
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Figura 6. Gráfico de calor con valores de abundancia relativa de los 20 géneros más 

abundantes en las muestras. Tonos rojos más intensos indican una alta abundancia y 

menos intensos una baja abundancia. IR: inóculo rizosferico. n=3.  

 

Figura 7. Valor promedio de los índices de alfa diversidad. IR: inóculo rizosferico. 

 

 

2.5 Discusión 

Este trabajo muestra que se puede usar ingeniería de microbiomas para obtener una 

comunidad autoensamblada fijadora de nitrógeno usando como factores de selección la 

fuente de nitrógeno y la fuente de carbono. La comunidad obtenida en la dilución 10-6 es 

capaz de fijar una cantidad significativamente más alta de nitrógeno con respecto a la 

comunidad original y a las demás diluciones. Además, puede usar ácidos grasos de 

cadena volátiles como fuente de carbono para el proceso. Los resultados sugieren que un 

ligero aumento del pH está correlacionado con la fijación de nitrógeno (Figura 8) e incluso 

podría usarse el pH como indicador de la oxidación de los ácidos grasos en este 

bioproceso en particular.  

En la fase de enriquecimiento se aprecia que los reactores alimentados con glucosa-

manitol disminuyen paulatinamente su crecimiento en cada alimentación (figura 2). 

Además, al final de la fase de selección, usando glucosa-manitol como fuente de carbono 
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se obtienen cantidades de nitrógeno total incluso menores a las obtenidas sin usar ninguna 

fuente de carbono (figura 3).  

Este comportamiento puede ser debido a los valores de pH que se alcanzan al final de 

cada alimentación, esta condición ácida puede hacer que se inhiba la fijación de nitrógeno 

debido a que la actividad de la nitrogenasa tiende a ser óptima en un rango de pH 

ligeramente alcalino a neutro, alrededor de pH 7-8 (Einsle et al., 2020). Tanto valores de 

pH muy ácidos como muy alcalinos pueden inactivar la nitrogenasa (Einsle et al., 2020). A 

pH extremadamente bajo o alto, la estructura tridimensional de la enzima puede 

desnaturalizarse, lo que resulta en una pérdida de actividad catalítica (Einsle et al., 2020). 

Por otra parte, puede ser que se restrinja la diversidad de microorganismos que son 

capaces de soportar esas condiciones acidas. Finalmente, las condiciones ácidas pueden 

estar causando una desnitrificación acelerada, haciendo que el nitrógeno fijado se pierda 

rápidamente en forma de gas. Estos resultados remarcan la necesidad de usar sustancias 

amortiguadoras de pH y condiciones controladas en este tipo de sistemas cuando se usan 

azucares simples como fuente de carbono.  
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Figura 8. Matriz de correlación de Pearson de las abundancias a nivel de género y variables 

fisicoquímicas. Elipses azules indican correlaciones positivas y elipses rojas indican 

correlaciones negativas. Las elipses en recuadros grises indican correlaciones 

significativas (p<0,05).  

Pocas investigaciones han usado el aire como fuente de nitrógeno para cultivar 

microorganismos fijadores de nitrógeno en bioreactores. En el trabajo reciente de Gutiérrez 

y colaboradores (2022) lograron obtener una comunidad autoensamblada fijadora de 

nitrógeno donde los géneros más abundantes fueron Sphingobium sp., 

Pseudoxanthomonas sp. y Xanthobacter sp.. En este trabajo, los géneros más abundantes 

en la comunidad autoensamblada que presentó mayor fijación de nitrógeno fueron 

Gordonia sp. (34,7%), Unclassified_1 (31%) y Unclassified_3 (8%), Unclassified_2 (4,2%), 

Pseudoxanthomonas sp. (3,6%) y Gluconoacetobacter sp. (4,6%). Realizando un blast con 

las secuencias representativas obtenidas para los géneros no clasificados, lo más cercano 

que se obtiene es Unclassified_1: Sinirhodobacter sp. (93% de similaridad),  

Unclassified_3: Sphingobacteria sp. (89% de similaridad) y Unclassified_2: 

Sinirhodobacter populi (96% de similaridad). Sumando las abundancias, los seis taxones 

mencionados representan el 86.1% de la composición de la comunidad autoensamblada, 

por lo que se espera que la mayoría de la fijación de nitrógeno esté siendo realizada por 

ellos.  

Como se esperaba, a medida que se aumentaron las diluciones hay una tendencia a 

disminuir la diversidad , debido a las condiciones de selección ecológica utilizadas (Figura 

7). Sin embargo, se mantienen los mismos taxones como los más abundantes. Esto indica 

que en este caso el ensamblaje de la comunidad está siguiendo un patrón determinístico, 

es decir que se obtienen comunidades similares con unos factores de selección 

determinados. Estudios recientes hablan de que este tipo de ensamblaje de la comunidad 

obedece a algo llamado convergencia funcional que refleja una auto organización 

metabólica como una propiedad emergente de las comunidades microbianas (Chang et 

al., 2023; Estrela et al., 2022). Por otra parte, este trabajo evidencia que hay una diversidad 

de microorganismos fijadores de nitrógeno poco conocidos e incluso no clasificados aún, 

que podrían tener un alto potencial para desarrollar bioinoculantes.  

La fase de selección usada en este trabajo, también conocida como dilución a extinción ha 

sido ampliamente usada para la obtención de cultivos puros. Solamente trabajos recientes 
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han mostrado su uso para inducir la formación de comunidades microbianas con funciones 

deseadas, como Diaz-García y colaboradores (2021) que lograron obtener una comunidad 

microbiana con capacidad para la degradación de compuestos lignocelulósicos, o Kang y 

colaboradores (2020) que obtuvieron un consorcio para degradar compuestos 

recalcitrantes. Sin embargo, esta es la primera vez que se usa esta metodología para 

obtener una comunidad diazótrofa. La importancia de este proceso radica en que en primer 

lugar induce una composición microbiana sencilla, es decir, pocos taxones que en 

comunidad son capaces de llevar a cabo la función deseada. Y, en segundo lugar, revela 

taxones poco conocidos que sería difícil obtenerlos en cultivos puros, porque posiblemente 

la única forma que puedan crecer es en asociación con otros microorganismos.  

Pocos estudios han investigado el papel de Gordonia sp. como fijador de nitrógeno 

(Kayasth et al., 2014). Se ha explorado el potencial de especies de este género para 

degradar contaminantes o producción de biopolímeros (Sowani et al., 2018). Es un 

microorganismo que se ha encontrado como endófito en plantas y ha sido aislado del suelo 

también; por lo que tenerlo en una alta abundancia dentro de un bioreactor puede hacer 

potencialmente aplicable como inoculante. Los resultados muestran una correlación 

significativa entre la abundancia de Gordonia sp. y nitrógeno total (figura 8) evidenciando 

su papel como fijador de nitrógeno.  

Sinirhodobacter es otro género que no se menciona frecuentemente dentro de los fijadores 

de nitrógeno, Keerthana-Ponni, (2021) caracterizó una cepa de Sinirhodobacter sp 

demostrando su capacidad de fijación de nitrógeno. Esta cepa antes mencionada y otras 

dos cepas (Xi et al., 2017; Young et al., 2020) han sido aisladas de efluentes de digestores 

anaerobios. Los resultados muestran que este género presenta una correlación 

significativa en cuanto al consumo de AGVs, confirmando su capacidad para usar AGVs 

como fuente de carbono. Posiblemente Sinirhodobacter consume los AGVs y de alguna 

forma le pasa la energía a Gordonia sp. que es el que fija nitrógeno. Estos dos géneros 

presentan una correlación entre sí, indicando probablemente una codependencia para 

poder sobrevivir dentro del bioreactor. Sin embargo, son necesarios experimentos 

adicionales que permitan confirmar o rechazar esta hipótesis. Por una parte se sugiere 

poder aislar en cultivo puro estos dos géneros con el fin de estudiar su metabolismo del C 

y del N. Se podría también usar metagenómica shotgun o metatranscriptomica para 

elucidar el papel funcional de cada microorganismo.  
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Es bien sabido que el complejo enzimático de la nitrogenasa es inhibido irreversiblemente 

por el oxígeno (Einsle & Rees, 2020). Se han descrito varios mecanismos por los cuales 

los microorganismos pueden proteger el complejo enzimático de la nitrogenasa como la 

microaerofilia, aumento en las tasas de respiración, producción de células especializadas, 

polisacáridos extracelulares o colonización de nódulos (Zuberer, 2021). Todos estos 

mecanismos se han elucidado a partir de cultivos puros y dejan la pregunta de ¿qué otros 

mecanismos pueden usar cuando se trata de una comunidad microbiana en un reactor 

aerobio con inyección constante? de aire como es el caso de este trabajo.  

2.6 Conclusiones 

Este estudio muestra la efectividad de la ingeniería de microbiomas para obtener una 

comunidad autoensamblada fijadora de nitrógeno. La mejora significativa en la capacidad 

de fijación de nitrógeno, especialmente en la dilución 10-6, destaca la utilidad de esta 

estrategia. Los resultados revelan la presencia de taxones poco conocidos, como Gordonia 

sp. y Sinirhodobacter sp, y otros no clasificados, desvelando su papel crucial en la fijación 

de nitrógeno y sugiriendo posibles interacciones sinérgicas entre ellos. La correlación 

positiva entre el aumento del pH y la fijación de nitrógeno, así como la capacidad de la 

comunidad para utilizar ácidos grasos de cadena volátiles, señalan aspectos clave del 

proceso. Además, la aplicación exitosa de las diluciones para obtener comunidades 

diazótrofas destaca su potencial innovador. Por último, las interrogantes sobre los 

mecanismos de protección del complejo enzimático de la nitrogenasa en comunidades 

aerobias abren la puerta a futuras investigaciones. En conjunto, estos hallazgos 

contribuyen significativamente al conocimiento y aplicaciones prácticas de la ingeniería de 

microbiomas en procesos biotecnológicos como la fijación de nitrógeno. 

 

 



 

 
 

3. Capítulo 3: Valorización de ácidos grasos 
volátiles provenientes de estiércol de cerdo 
como fuente de carbono para alimentar 
comunidades microbianas fijadoras de 
nitrógeno 

3.1 Resumen 

Los residuos agroindustriales presentan un gran potencial de aprovechamiento mediante 

su transformación para la obtención de subproductos con valor agregado. El estiércol de 

cerdo puede aprovecharse mediante la digestión anaerobia para producir biogás, una fase 

sólida rica en materia orgánica y una fase líquida que contiene Ácidos Grasos Volátiles 

(AGVs). Este capítulo explora el uso de una mezcla de AGVs provenientes de efluentes de 

digestión anaerobia de estiércol de cerdo como fuente de carbono para cultivar una 

comunidad microbiana autoensamblada fijadora de nitrógeno. Los resultados muestran 

que se obtiene un crecimiento y nitrógeno total significativamente mayor cuando se usa 

una mezcla de AGVs que usarlos por separado. Por otra parte, se logró obtener nitrógeno 

en el sobrenadante a una concentración 9,8 mg*mL-1. Este trabajo muestra que es posible 

cultivar una comunidad microbiana fijadora de nitrógeno usando AGV de residuos 

agroindustriales y que además podría pensarse en dos tipos de formulaciones, la primera 

que sería usar directamente los microorganismos cultivados como inoculante y la segunda 

que sería usar el sobrenadante directamente como fertilizante o como fuente de nitrógeno 

para alimentar otros bioprocesos.  

3.2 Introducción 

Suplir la demanda de alimentos para el futuro no solo requiere insumos de producción, 

sino que también generan al año millones de toneladas de residuos agroindustriales. La 

industria animal genera al año 55 billones de toneladas de residuos (Girotto & Cossu, 
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2017). Uno de los sectores que más genera residuos es la industria porcícola debido a que 

es la tercera carne más producida en el mundo. Durante la cría de los cerdos se generan 

en promedio 2,35 kilogramos de estiércol por animal al día (FAO, 2022a), con una 

población mundial de 778 millones de cerdos en 2022, la producción anual de estiércol se 

estima en 1,8 billones de toneladas (USDA, 2024).  

 

La digestión anaerobia (DA) es una de las técnicas de manejo de residuos más eficaces y 

respetuosas con el medio ambiente (Kumar & Samadder, 2020). No sólo trata la fracción 

orgánica de los residuos, sino que al mismo tiempo puede considerarse como un proceso 

intermedio para la generación de productos de valor agregado (Clavijo-Salinas et al., 2020; 

Lü et al., 2021). La digestión anaerobia como proceso de transformación primaria de un 

residuo es la que genera menores pérdidas del sistema, permite la separación primaria en 

tres fases y garantiza de alguna medida que la mayoría del sustrato se convierta en algún 

tipo de subproducto con valor agregado (Clavijo-Salinas et al., 2020). La fase líquida 

resultante normalmente no se aprovecha y se ha demostrado que puede contener altas 

concentraciones de Ácidos Grasos Volátiles (AGVs) (Atasoy et al., 2018). Los AGVs son 

el producto intermedio dominante del proceso de DA y son productos que se consideran 

más atractivos que el metano por su amplia variedad de aplicaciones (Singhania et al., 

2013).  

 

La producción y recuperación de AGVs a partir de residuos ha llamado la atención de la 

comunidad científica debido a su alto potencial como fuente de carbono renovable, su 

amplio rango de uso en las industrias farmacéutica, alimentaria y química y como materia 

prima valiosa para productos como el biogás, biodiesel, bioplásticos, biohidrógeno y 

bioelectricidad (Sekoai et al., 2021). Se estima que el potencial de producción anual de 

AGVs a partir de la transformación de residuos es de 9,15Mt de ácido acético, 5,39Mt de 

ácido butírico y 6,47Mt de ácido propiónico (Atasoy et al., 2018). En este contexto, vale la 

pena investigar otros usos para estas moléculas.  La fijación de nitrógeno se ha propuesto 

como otra opción de valorización de los AGVs (Clavijo-Salinas et al., 2020). Ssin embargo, 

a nivel experimental no existen trabajos que demuestren que AGVs obtenidos a partir de 

residuos orgánicos puedan ser útiles para cultivar microorganismos diazótrofos y producir 

biofertilizantes. 
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En este trabajo se hace una evaluación del uso de una mezcla de AGVs obtenida de 

estiércol de cerdo para cultivar una comunidad microbiana autoensamblada fijadora de 

nitrógeno.  

3.3 Materiales y métodos 

3.3.1 Obtención de los AGVs 

Se realizó una digestión anaerobia usando como sustrato estiércol de cerdo y lodo de un 

biodigestor que trata aguas residuales porcícolas como inóculo. Tanto sustrato como 

inoculo fueron obtenidos de la granja “El Porvenir” Palmira, Valle del Cauca, Colombia 

(3.5274246789298807, -76.21224613131322). El inóculo se conservó a temperatura 

ambiente y el estiércol se conservó a -20 °C hasta su utilización. El proceso se llevó a cabo 

en un reactor con un volumen total de 10 L y un volumen efectivo de 6 L. Los sólidos totales 

(ST) se fijaron en 10%, la relación inóculo/sustrato en 0.2 y el pH inicial no se modificó. La 

temperatura se fijó en 37 ± 2 °C. El reactor fue operado en modo batch durante 10 días, 

luego se cambió a modo semi-continuo por un periodo de 32 días, con un tiempo de 

retención hidráulica (TRH) de 10 días y una tasa de carga orgánica de 12.16 g ST/L-día 

(Figura 1A). Las variables de seguimiento fueron la concentración de AGVs (como se 

describe en la sección 2.3.4 ) y el pH.  

 

El efluente obtenido de la fermentación se destiló a presión atmosférica en un destilador 

de vidrio a escala de laboratorio, siguiendo el método de preparación de muestras para la 

determinación de AGV de acuerdo con Método Estándar 5560 C (APHA, 2017). La mezcla 

de AGVs obtenidos en el destilado fueron usados para la siguiente fase experimental.  

 

3.3.2 Evaluación de los AGVs como fuente de carbono para 
cultivar una comunidad microbiana autoensamblada 
fijadora de nitrógeno 

Se usó un diseño completamente al azar con siete tratamientos, cada tratamiento 

corresponde a una fuente de carbono diferente usando medio NFB (Rennie, 1981) como 

base (tabla 1).   
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Para cada tratamiento se usaron tres réplicas. Cada réplica consistió en el montaje como 

esta descrito en la figura 1C y en la sección 2.3.3. Los reactores fueron inoculados con 2,5 

mL de la comunidad autoensamblada fijadora de nitrógeno (capítulo 2) obtenida para cada 

fuente de carbono evaluada. Los reactores fueron operados en semibatch durante 28 días. 

Se usaron AGVs sintéticos (Sigma-Aldrich) para los tratamientos Acético, Propiónico, 

Butírico y mezcla de AGVs sintéticos. La concentración de AGVs totales para estos 

tratamientos fue ajustada a 830 mg*mL, para acercarse a la concentración total de AGVs 

que se obtuvo en el producto destilado proveniente de estiércol de cerdo. Cada semana 

se tomaron muestras para seguimiento de las variables descritas en 3.3.3. Se agregó agua 

destilada estéril para mantener un volumen efectivo de 250 mL durante el tiempo de 

operación. Se tomaron alícuotas cada semana para medir densidad óptica a 600 nm 

(Hoefer SP-2001), pH (Hanna Instruments HI-98160) y nitrógeno total. El nitrógeno total se 

midió tanto en la biomasa microbiana como el el sobrenadante. Para ello, 5 mL del efluente 

del reactor fueron centrifugados a 5500 rpm por 15 minutos, el pellet fue separado del 

sobrenadante y fue resuspendido en 5 ml de agua destilada. Posteriormente se tomaron 2 

mL tanto del pellet resuspendido como del sobrenadante para hacer la medición de 

nitrógeno total usando el kit Hanna Instruments HI93767A-50. Se midió la concentración 

de AGVs a los 28 días de operación de los reactores (como se describe en la sección 

2.3.4).  
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Figura 1. Esquema experimental usado para la evaluación de una mezcla de AGVs 

proveniente de estiércol de cerdo como fuente de carbono para alimentar una comunidad 

microbiana autoensamblada fijadora de nitrógeno. A: obtención de los AGVs a partir del 

estiércol de cerdo, B: comparación de los AGVs de cerdo con otras fuentes de carbono, C: 

sistema de bioreactores usado.  

 

Tabla 1. Tratamientos evaluados y concentraciones de las fuentes de carbono 

Fuente de 
carbono 

Mezcla 
AGVs 

sintéticos 
* 

Mezcla 
de 

AGVs 
de 

cerdo * 

Ácido 
acético 

* 

Ácido 
propiónico 

* 

Ácido 
butírico 

* 

Sin 
carbono 

* 

Glucosa 
- 

manitol 
* 

Ácido 
acético  
(mg*L-1) 

600 463,10 830 0 0 0 0 

Ácido 
propiónico  

(mg*L-1) 

100 108,33 0 830 0 0 0 

Ácido 
butírico 
(mg*L-1)  

130 123,4 0 0 830 0 0 

Ácido 
isobutírico  

(mg*L-1) 

0 40.63 0 0 0 0 0 

Ácido 
isovalérico  

(mg*L-1) 

0 64,16 0 0 0 0 0 

Ácido 
valérico 
(mg*L-1)  

0 29.29 0 0 0 0 0 

Glucosa 
(g*L-1)  

0 0 0 0 0 0 8 

Manitol  
(g*L-1) 

0 0 0 0 0 0 8 

*Adicional a las fuentes de carbono, se añadieron otros nutrientes en las siguientes 

cantidades para 1 L de medio de cultivo: 0.5g K2HPO4, 0.1g NaCl, 0.2g MgSO4, 0.2g KOH, 

0.02g CaCl2, 2 mL de solución de micronutrientes y 4 mL de solución Fe-EDTA.  Solución 

de micronutrientes para 200 mL: 0.02g Na2MoO4 2H2O, 0.235g MnSO4, 0.280 g H3BO3, 
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0.008 g CuSO4 .5H2O y 0.0024 g ZnSO4 .7H2O. Solución de Fe-EDTA para 100 mL: 0.8258 

g FeSO4 .7H2O y 0.556 g Na2EDTA.2H2O. El pH del medio fue ajustado a 7. 

 

3.3.3 Extracción de ADN, secuenciación y análisis bioinformático 

Este análisis se realizó solamente para los tratamientos mezcla AGVs de cerdo (MC) y 

mezcla de AGVs sintética (MS). 50 mL del efluente de los reactores fueron centrifugados 

a 10000 g por 30 minutos (UNIVERSAL 320 - Hettich), se descartó el sobrenadante y el 

pellet fue usado como material de partida para la extracción de ADN. Se usó el kit 

NucleoSpin Soil (Macherey–Nagel GmbH, Germany) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Se medió la calidad y cantidad del ADN extraído mediante electroforesis en gel 

de agarosa y espectrofotometría usando Nanodrop 200 (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EE. UU).  

 

Las regiones del gen V3-V4 16S rRNA (341F - 805R) fueron secuenciadas por Mr.DNA 

Lab (Molecular Research LP Co, TX, USA) utilizando una plataforma Illumina MiSeq. Los 

datos de secuenciación fueron analizados utilizando QIIME2 v 2023.9 (https://qiime2.org) 

(Bolyen et al., 2019). La eliminación de ruido, la desreplicación de las secuencias y el 

filtrado de quimeras con el método de consenso se realizaron utilizando DADA2 (Callahan 

et al., 2016), dentro de QIIME2. La asignación taxonómica de las variantes de secuencia 

de amplicones (ASV) (97% de identidad de secuencia) se realizó utilizando el complemento 

“fit-classifier-naïve-Bayes”, frente a la base de datos de referencia SILVA 138. La 

visualización de abundancias e índices de diversidad se realizó usando el paquete 

Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) de R (R Core Team, 2022).  

 

3.3.4 Análisis estadístico 

Para las variables de seguimiento de los bioreactores se realizó un análisis de varianza 

ANOVA (p<0,05), se probaron los supuestos de normalidad mediante prueba de Shapiro-

Wilks y homogeneidad de varianzas mediante prueba de Bartlett. Se realizaron análisis de 

comparaciones de medias usando Tukey (p<0,05). Todos los análisis fueron realizados 

usando el programa R (R Core Team, 2022). 
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3.4 Resultados 

Se obtuvo un crecimiento significativamente mayor cuando se usó una mezcla de ácidos 

grasos ya sea sintética o proveniente del estiércol de cerdo (Figura 2A). Usar solamente 

ácido butírico también genera un crecimiento significativamente mayor al que se obtiene 

usando solamente ácido acético o ácido propiónico (Figura 2A). Nuevamente los 

resultados muestran un aumento significativo del pH cuando se usan ácidos grasos ya 

sean separados o en mezcla y una disminución significativa cuando se usa glucosa-manitol 

(Figura 3B). 

 

 

Figura 2. Variables fisicoquímicas medidas durante 28 días. A: densidad óptica, B: pH, C: 

Nitrógeno total en la biomasa, D: Nitrógeno total en el sobrenadante. Letras diferentes 

muestran diferencias estadísticamente significativas en el día 28 (ANOVA-Tukey p<0,05).  

 

Se midió nitrógeno total en biomasa y sobrenadante. Se obtuvo un pico de nitrógeno total 

en la biomasa para el tratamiento alimentado con una mezcla de AGVs de cerdo (figura 

2C). Este pico coincide con el inicio de la fase estacionaria a los 14 días de operación. 
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Igualmente, en el sobrenadante se obtiene nitrógeno a partir de los 14 días para los 

tratamientos con ácido butírico y mezcla de AGVs de estiércol de cerdo y a los 21 días 

para la mezcla de AGVs sintéticos (figura 2D); también coincide con el inicio de la fase 

estacionaria. 

Todos los tratamientos partieron de la misma concentración total de AGVs; sin embargo, 

se observa un consumo diferencial. Se aprecia un consumo por encima del 90% para la 

mezcla de AGVs de cerdo y para ácido butírico (Figura 3). El menor consumo corresponde 

al ácido acético, representado en un 35,28% de la cantidad inicial. 

 

Figura 3. Concentración de AGVs en el día 0 y el día 28. Letras diferentes muestran 

diferencias estadísticamente significativas en el día 28 (ANOVA-Tukey p<0,05).  

 

Los resultados de secuenciación muestran una composición microbiana diferente en cada 

caso (Figura 4). Para la mezcla de AGVs sintéticos predominan como más abundantes los 

géneros Gordonia sp. (34,7%), Unclassified_1 (31%) y Unclassified_3 (8%). Para la mezcla 

de AGVs de cerdo predominan  Unclassified_1 (24,4%), Aureimonas (24,7) y Taibaiella 

(21,2) (Figura 6).   
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Figura 4. Abundancia relativa a nivel de Genero para el inóculo rizosferico (IR), la mezcla 

de AGVs sintética (MS) y la mezcla de AGVs de cerdo (MC) a los 28 días de operación de 

los reactores. Los taxones resaltados corresponden a los géneros más abundantes para 

cada phylum.  

 

Los índices de alfa diversidad (Figura 5) muestran una menor diversidad en la comunidad 

que se obtiene en el tratamiento en el que se uso AGVs de cerdo como fuente de carbono 

y una alta dominancia de taxones específicos. La figura 6 muestra un mapa de calor con 

los 20 géneros más abundantes. Tanto para MS como para MC, se usó como inoculo la 

misma comunidad autoensamblada obtenida en el capítulo 2. Se aprecia que al cultivar la 

comunidad autoensamblada con AGVs de cerdo, algunos taxones desaparecen como 

Gordonia sp., Unclassified_3 o Gluconoacetobacter sp., mientras que hay otros que 

incrementan su abundancia como Aureimonas o Taibaiella que pasan de menos de 2% a 

24,7% y 21,2% respectivamente.  
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Figura 5. Promedio de los índices de alfa diversidad. IR: inóculo rizosferico. MC: mezcla 

de AGVs de cerdo, MS: mezcla de AGVs sintética. 
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Figura 6. Gráfico de calor con valores de abundancia relativa de los 20 géneros más 
abundantes en las muestras. Tonos rojos más intensos indican una alta abundancia y 
menos intensos una baja abundancia. IR: inóculo rizosferico. MC: mezcla de AGVs de 
cerdo, MS: mezcla de AGVs sintética.  

3.5 Discusión 

Este es el primer trabajo que muestra la fijación biológica de nitrógeno como opción de 

valorización de AGVs que se puedan obtener a partir de residuos agroindustriales. Los 

resultados muestran que usar una mezcla de AGVs funciona mejor en términos de 

crecimiento microbiano y nitrógeno fijado a usar AGVs separados. Es importante 

mencionar que aparentemente los microorganismos prefieren AGVs de cadena más larga, 

como es el caso del ácido butírico, ya que se observa un mayor consumo con respecto al 

acético o propiónico.  En la mezcla de AGVs de cerdo se tiene además ácido valérico e 

isovalérico y son los que se consumen en su totalidad. Los microorganismos convierten 

los AGVs en acetil Co-A por la ruta de la B-Oxidación y posteriormente se produce ATP 

por el ciclo de Krebs (Clark & Cronan, 2005). El tener una cadena carbonada más larga 

(ácido valérico e isovalérico) hace que teóricamente se pueda producir una mayor cantidad 

de ATP que es el recurso más limitante para la fijación de nitrógeno (Zuberer, 2021).  
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Recientemente se han enfocado esfuerzos en obtener cada AGV por separado a partir de 

la mezcla de AGVs y evaluar formas de valorización como fuente de carbono para 

diferentes bioprocesos. Sin embargo, obtener cada AGV por separado siendo poco 

eficiente y costoso (Atasoy et al., 2018). En este sentido la evaluación de formas de 

valorización que usen la mezcla de AGVs puede ser más aplicable. Nuestros resultados 

muestran que la mezcla funciona mejor en términos de fijación de nitrógeno que usar ácido 

acético o ácido propiónico por separado. Es importante mencionar que es posible que, 

durante el proceso de destilación para la obtención de los AGVs, existan otros compuestos 

que no se determinaron y que estén favoreciendo el crecimiento de la comunidad 

autoensamblada. 

 

Un aspecto importante de los resultados obtenidos es que se logra obtener nitrógeno en 

el sobrenadante, es decir, que las células bacterianas están liberando el nitrógeno. 

Normalmente la liberación del nitrógeno en microorganismos diazótrofos está bajo un 

riguroso control genético (Bueno Batista & Dixon, 2019), puesto que la fijación de 

nitrógeno, al ser un proceso costoso en términos energéticos, no resulta viable liberar el 

nitrógeno fijado. En cultivos puros de Azotobacter vinelandii se ha logrado una 

concentración de nitrógeno extracelular de 20 mM de amonio (Ambrosio et al., 2017). En 

este caso, al llegar a fase estacionaria, se observa liberación de nitrógeno en el 

sobrenadante de 15 mg*mL-1 de nitrógeno total.  

 

Como sucede con las asociaciones simbióticas entre rizobios y leguminosas, algunos 

estudios demuestran que microorganismos diazótrofos de vida libre pueden liberar 

nitrógeno cuando están en asociación con otros microorganismos o plantas (Ambrosio et 

al., 2017; Ortiz-Marquez et al., 2012, 2014). Por otra parte, esta liberación de nitrógeno 

puede estar relacionada también con la disponibilidad de fuentes de carbono en el medio 

de cultivo (Batista et al., 2021). En cualquier caso, poder entender mejor estos mecanismos 

dentro del bioreactor podría significar la producción de nitrógeno reactivo que puede ser 

usado directamente como biofertilizante o como fuente nutricional para otros bioprocesos. 

En este sentido, se han propuesto las biofábricas fijadoras de nitrógeno como alternativa 

a Haber Bosch (Ortiz-Marquez et al., 2014). Investigaciones recientes han estudiado 

comunidades microbianas fijadoras de nitrógeno en sistemas de tratamientos de residuos 

de papelera y sugieren que los efluentes tratados mantienen una capacidad de fijación de 
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nitrógeno que los hace potenciales para ser usados como biofertilizantes (Ospina-

Betancourth et al., 2020, 2021).   

 

Desde el punto de vista de la operación de los reactores, se podría pensar en optimizar las 

condiciones de cultivo para poder maximizar la fijación de nitrógeno. Se pueden evaluar 

diferentes concentraciones de AGVs, tiempos de retención, temperatura, concentración de 

oxígeno, entre otras. Un aspecto importante de este trabajo es que se ajusta muy bien 

dentro de un contexto de economía circular y biorrefinerías, en donde se agrega valor a 

los residuos para obtener bioproducto mediante la fijación de nitrógeno, y que a su vez se 

pueden conectar otros bioprocesos para aprovechar el nitrógeno fijado.  

3.6 Conclusiones 

En conclusión, este estudio pionero destaca la fijación biológica de nitrógeno como una 

opción prometedora de valorización de ácidos grasos volátiles (AGVs) obtenidos a partir 

de residuos agroindustriales. Los resultados indican que la utilización de una mezcla de 

AGVs, es más eficiente que el uso de AGVs por separado. La preferencia de los 

microorganismos por los AGVs de cadena más larga se traduce en una mayor producción 

teórica de ATP, un recurso crítico para la fijación de nitrógeno. 

 

La liberación de nitrógeno en el sobrenadante abre nuevas perspectivas para la producción 

de nitrógeno reactivo que podría ser utilizado como fuente nutricional directamente en las 

plantas o en otros bioprocesos. Este estudio no solo contribuye al conocimiento sobre la 

valorización de AGVs y la fijación de nitrógeno, sino también plantea la posibilidad de 

implementar biofábricas fijadoras de nitrógeno como una alternativa viable a los métodos 

convencionales, ofreciendo nuevas perspectivas en la producción sostenible de 

biofertilizantes y otros productos biotecnológicos. 
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4. Capítulo 4: Potencial biofertilizante de 
comunidades microbianas 
autoensambladas fijadoras de nitrógeno en 
plantas de tomate  

4.1 Resumen 

El tomate, una hortaliza ampliamente consumida y producida globalmente, desempeña un 

papel clave en la nutrición humana. Para producir tomate es indispensable aportar 

nutrientes como el nitrógeno, sin embargo, hay muchos problemas económicos y sociales 

asociados a los fertilizantes nitrogenados a nivel de producción y aplicación.  En respuesta, 

los biofertilizantes se presentan como una alternativa para aportar nutrientes reduciendo 

los impactos ambientales. Este estudio se enfoca en evaluar el potencial como 

biofertilizante de comunidades microbianas diazótrofas, cultivadas con ácidos grasos 

volátiles obtenidos a partir de estiércol de cerdo, sobre el crecimiento de plantas de tomate 

tanto en sistemas hidropónicos y en suelo. Los resultados muestran que tanto en 

hidroponía como en suelo, la inoculación de las plantas de tomate con la comunidad 

autoensamblada ya sea la biomasa centrifugada o directamente el efluente del cultivo 

microbiano, permite aumentar el crecimiento y producción en mas de un 30% con respecto 

a un control negativo y se alcanzan valores iguales a los obtenidos con una fertilización 

química convencional. La comunidad autoensamblada cultivada en los reactores logró un 

crecimiento y producción significativamente mayor a usar un producto comercial con cepas 

puras como ingrediente activo.  

4.2 Introducción 

El tomate (Solanum lycopersicum) ha sido un componente fundamental en la dieta global, 

desempeñando un papel esencial en la nutrición humana debido a su riqueza en nutrientes 

y versatilidad culinaria (Burton-Freeman & Reimers, 2011). Es una de las hortalizas más 
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producidas y consumidas en el mundo (Costa & Heuvelink, 2018). Para el año 2021, se 

produjeron 190 millones de toneladas a nivel mundial (FAOSTAT, 2023a). El tomate se 

produce en el 86% de los países del mundo, por lo que representa una gran importancia 

en términos de soberanía alimentaria (Branthôme, 2023). En Colombia se producen 

anualmente 851.000 toneladas de tomate (FAOSTAT, 2023a).  

 

El tomate se produce tanto en suelo como en sistemas hidropónicos, cualquier sea el caso, 

es necesario aportar nitrógeno para suplir la demanda de aproximadamente 12 g por planta 

por ciclo de cultivo (Estrada Salazar et al., 2004). En este contexto, los fertilizantes 

nitrogenados han sido esenciales para mantener y aumentar la producción. Sin embargo, 

su uso indiscriminado ha llevado a problemas medioambientales significativos, como la 

contaminación del agua y la emisión de gases de efecto invernadero (Ren et al., 2022). 

Además de los problemas ambientales, los costos de este tipo de fertilizantes están en 

aumento a nivel mundial, y se presume que seguirán aumentando (FAO, 2022b).  

 

En este sentido, los biofertilizantes surgen como una alternativa prometedora para mitigar 

los impactos ambientales asociados a la producción agrícola (Aloo et al., 2022). Estos 

compuestos, derivados de organismos vivos, ofrecen una opción más ecológica y 

respetuosa con el entorno, al tiempo que promueven la salud del suelo y aumentan la 

eficiencia de nutrientes (Aloo et al., 2022). Del mercado global de biofertilizantes, se estima 

que el 75% son biofertilizantes fijadores de nitrógeno (Bonilla Buitrago et al., 2021), la 

mayoría de ellos están destinados para plantas leguminosas debido a que están 

desarrollados a partir de Rhizobium, el resto de ellos están desarrollados a partir de cepas 

puras de Azotobacter y Azospirillun principalmente (Aloo et al., 2021). 

 

Para que un biofertilizante fijador de nitrógeno sea exitoso en plantas no leguminosas, 

debe ser capaz de formar una asociación mutualista en la rizosfera (Zuberer, 2021), 

pudiendo ser capaz de usar los exudados radiculares como fuente de carbono para realizar 

la fijación de nitrógeno (Zuberer, 2021). Es bien sabido que la variedad de exudados 

radiculares es muy dinámica y cambia dependiendo de las necesidades de la planta (Vives-

Peris et al., 2020). Se ha estudiado la composición de los exudados radiculares cuando la 

planta está sometida a diferentes tipos de estrés biótico o abiótico (Nakayasu et al., 2023), 

Sin embargo, poco se conoce de las moléculas que se secretan bajo una deficiencia de 

nitrógeno, solamente existen algunos estudios en maíz y Arabidopsis que han mostrado 
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una correlación significativa entre la exudación de algunas moléculas como flavonas y 

ácidos orgánicos con la fijación de nitrógeno (Yu et al., 2021; Zhao et al., 2021).  Un 

bioinoculante debería tener la capacidad de responder ante estos exudados; usar un 

inoculante complejo con una mayor diversidad taxonómica o una mayor diversidad 

funcional podría hacerlo más versátil y podría permitirle metabolizar fuentes de carbono 

más variadas, lo que representa una ventaja competitiva en la rizosfera con respecto a una 

formulación con solo una especie (Gutierrez et al., 2020).  

 

La agricultura ha ido migrando hacia nuevas formas de producción. Los sistemas 

hidropónicos emergen como una técnica de cultivo eficiente que minimiza el uso de suelo 

y agua (Monisha et al., 2023). Sin embargo, mantiene la necesidad de usar nutrientes para 

asegurar la producción (Meselmani, 2022). Normalmente se usan soluciones nutritivas y 

se aporta nitrógeno usando sales de amonio o nitrato que provienen del proceso de Haber 

Bosch (Meselmani, 2022). En este sentido, evaluar el uso de biofertilizantes en sistemas 

hidropónicos se hace necesario para una producción sostenible (Karapetyan, 2023).  

 

En este trabajo se hace una evaluación del potencial biofertilizante de comunidades 

microbianas diazótrofas autoensambladas, cultivadas con una mezcla de ácidos grasos 

volátiles (AGVs), obtenidos de estiércol de cerdo en plantas de tomate tanto en hidroponía 

como en suelo.  

 

4.3 Materiales y métodos 

Se realizaron dos montajes experimentales con plantas de tomate, uno en hidroponía y 

otro en suelo bajo invernadero. El objetivo de los dos experimentos fue evaluar el potencial 

biofertilizante de la comunidad microbiana autoensamblada fijadora de nitrógeno 

alimentada con una mezcla de AGVs de cerdo que se describen en el capítulo 3.  

4.3.1 Montaje experimental en hidroponía 

Se usó un sistema hidropónico tipo “deep-water” culture o balsa flotante (Son et al., 2020) 

(figura 1A) para evaluar el efecto del sobrenadante y de la biomasa obtenidas en el capítulo 

3 sobre el crecimiento de plantas de tomate. Se usaron semillas de tomate de la variedad 

UNAPAL-Maravilla (Estrada Salazar et al., 2004). Las semillas fueron puestas a germinar 



44 Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
en cajas de petri en oscuridad durante 4 días a una temperatura de 25°C y posteriormente 

fueron transplantadas al sistema hidropónico. En cada tanque se usó un volumen de 

trabajo de 12 L, con agua de grifo. La oxigenación de la solución nutritiva se realizó usando 

una bomba de aire con flujo constante manteniendo un porcentaje de oxígeno disuelto del 

2%. Las condiciones de la sala de crecimiento fueron temperatura promedio de 26 °C ± 

3°C, 70% ± 4 de humedad relativa y fotoperiodo de 12 h suministrado por luces LED 

(densidad de flujo de fotones fotosintéticos 600 μmol m-2 s-1). Se usó un diseño 

completamente al azar con cinco tratamientos como se describe en la tabla 1. Cada tanque 

corresponde a un tratamiento diferente y se usaron 6 plantas por tanque (figura 1a).  

 

Tabla 1. Descripción de los tratamientos y forma de aplicación 

Tratamiento  Características Aplicación 

BIOM* El efluente del reactor es 

centrifugado a 5082 g por 30 
minutos, el pellet es resuspendido 
en solución salina 0,85% y ajustado 
a una densidad óptica de 0,3 OD 
600 nm (Hoefer Vision SP-2001).  

Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto dentro del tanque, 
durante tres semanas.  

SOBRE* El efluente del reactor es 

centrifugado a 5082 g por 30 
minutos, el sobrenadante es 
colectado, se determinó nitrógeno 
total (Hanna Instruments HI93767A-
50) (9,8 mg*mL-1) y fue esterilizado.  

Se aplicó 257 mL del 
sobrenadante esterilizado y se 
completó a 12 litros con agua del 
grifo para lograr una 
concentración final de 210 ppm 
de nitrógeno total en el tanque.  

AZO* Biofertilizante comercial Dimazos® 
a base de Azotobacter chroococum 
y Azospirillum sp.  

Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto dentro del tanque, 
durante tres semanas siguiendo 
la dosis recomendada por el 
fabricante.  

NITRO Fertilización nitrogenada con 
solución de Hoagland 

Se aplicó una sola vez, con las 
concentraciones finales al 
100%  (Kaur et al., 2016) 

C-* Solución de Hoagland modificada 
sin aporte de nitrógeno 

Se aplicó una sola vez, con las 
concentraciones finales al 100%, 
sin aporte de nitrógeno (Gutiérrez 
et al., 2022) 

 

*Los macro y micronutrientes fueron aportados con solución de Hoagland (100%) 

modificada sin aporte de nitrógeno como lo describe Gutierrez et al, 2022.  

https://www.zotero.org/google-docs/?3v94i7
https://www.zotero.org/google-docs/?ZBepUJ
https://www.zotero.org/google-docs/?ZBepUJ
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Figura 1. Esquema experimental para el ensayo en hidroponía (A) y en invernadero (B). 

NITRO: aplicación de nitrógeno mediante solución de Hoagland, AZO: aplicación de un 

producto comercial a base de Azotobacter chroococum y Azospirillum sp, BIOM: aplicación 

de la biomasa centrifugada del reactor de fijación de nitrógeno, SOBRE: aplicación del 

sobrenadante obtenido del efluente del reactor donde se cultivó la comunidad microbiana 

autoensamblada fijadora de nitrógeno, C-: control negativo sin aporte de nitrógeno, EFLU: 

aplicación del efluente del reactor sin centrifugar.  

4.3.2 Montaje experimental en invernadero 

Plántulas de tomate de la variedad UNAPAL-Maravilla (Estrada Salazar et al., 2004) de 20 

días de germinadas fueron adquiridas en una plantuladora comercial ubicada en 

Candelaria, Valle del Cauca. Las plántulas fueron trasplantadas a bolsas plásticas con 3 

Kg de suelo cada una. El suelo fue recolectado de los primeros 20 cm de un bosque con 

más de 30 años en proceso de restauración natural, situado junto a la Estación 

Experimental en el campus de la Universidad del Valle (3°22’23’’N, 76°31’51’’W; Cali, 

Colombia). El suelo fue desagregado manualmente simulando un proceso de 

mecanización. El experimento fue realizado en el invernadero de entomología de la 

Universidad del Valle con temperatura promedio de 23 °C ± 4°C, 70% ± 3 de humedad 

relativa y fotoperiodo de 12 h. Se utilizó un diseño factorial con dos factores, el primer factor 

fue esterilidad del suelo (suelo esterilizado y suelo no esterilizado), y el segundo factor fue 

la fuente de nitrógeno con 6 niveles (BIOM, SOBRE, AZO, NITRO, C- de acuerdo a la 

descrito en la tabla 1) resultando en 12 tratamientos. Para cada uno de los tratamientos se 

usaron 8 réplicas, cada réplica consistió en una planta de tomate sembrada en una bolsa 
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plástica con 3 Kg de suelo. La esterilización del suelo se realizó mediante dos ciclos de 

autoclave a 121°C y 15 PSI durante 40 minutos cada uno. 

 

Tabla 2. Características de los tratamientos y forma de aplicación 

Suelo Fuente de N - 
Descripción 

Tratamiento Aplicación 

Suelo no 
esterilizado 

El efluente del reactor 
es centrifugado a 5500 
rpm por 30 minutos, el 
pellet es resuspendido 
en solución salina 
0,85% y ajustado a una 
densidad óptica de 0,3 
OD 600 nm (Hoefer 
Vision SP-2001) 

NE-BIO* Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto en drench a cada 
planta durante cuatro semanas.  

El efluente del reactor 
es centrifugado a 5082 
g por 30 minutos, el 
sobrenadante es 
colectado, se determinó 
nitrógeno total (Hanna 
Instruments HI93767A-
50) (9,8 mg*mL-1) y fue 
esterilizado.  

NE-
SOBRE* 

Se aplicaron 265 mL 
semanalmente a cada planta 
durante 4 semanas. Esta 
cantidad se calculó para logar 
un aporte de 12g de nitrógeno 
por plata, atendiendo a la 
demanda de nitrógeno para esta 
variedad, también se tomó en 
cuenta la cantidad de nitrógeno 
inicialmente disponible en el 
suelo utilizado.  

Biofertilizante comercial 
Dimazos® a base de 
Azotobacter 
chroococum y 
Azospirillum sp.  

NE-
AZOTO* 

Se aplicó semanalmente 7,5 mL 
del producto en forma de drench 
a cada planta semanalmente 
durante cuatro semanas 
siguiendo la dosis recomendada 
por el fabricante.  

Fertilización 
nitrogenada con 
solución de Hoagland 

NE-NITRO* Se aplicaron 12,37 mL de 
solución al 100% semanalmente 
a cada planta durante 4 
semanas. Esta cantidad se 
calculó para logar un aporte de 
12g de nitrógeno por plata, 
atendiendo a la demanda de 
nitrógeno para esta variedad, 
también se tumó en cuenta la 
cantidad de nitrógeno 
inicialmente disponible en el 
suelo utilizado.  
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Solución de Hoagland 
modificada sin aporte 
de nitrógeno (Gutiérrez 
et al., 2022) 

NE-C- Se aplicaron 12,37 mL de 
solución al 100% sin aporte de 
nitrógeno semanalmente a cada 
planta durante 4 semanas 

El efluente del reactor 
es ajustado a una 
densidad óptica de 0,3 
OD 600 nm (Hoefer 
Vision SP-2001) 

NE-EFLU* Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto en drench a cada 
planta durante cuatro semanas.  

Suelo 
esterilizado 

El efluente del reactor 
es centrifugado a 5500 
rpm por 30 minutos, el 
pellet es resuspendido 
en solución salina 
0,85% y ajustado a una 
densidad óptica de 0,3 
OD 600 nm (Hoefer 
Vision SP-2001) 

NE-BIO* Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto en drench a cada 
planta durante cuatro semanas.  

El efluente del reactor 
es centrifugado a 5500 
rpm por 30 minutos, el 
sobrenadante es 
colectado, se determinó 
nitrógeno total (Hanna 
Instruments HI93767A-
50) (9,8 mg*mL-1) y fue 
esterilizado.  

NE-
SOBRE* 

Se aplicaron 265 mL 
semanalmente a cada planta 
durante 4 semanas. Esta 
cantidad se calculó para logar 
un aporte de 12g de nitrógeno 
por plata, atendiendo a la 
demanda de nitrógeno para esta 
variedad, también se tumó en 
cuenta la cantidad de nitrógeno 
inicialmente disponible en el 
suelo utilizado.  

Biofertilizante comercial 
Dimazos® a base de 
Azotobacter 
chroococum y 
Azospirillum sp.  

NE-
AZOTO* 

Se aplicó semanalmente 7,5 mL 
del producto en forma de drench 
a cada planta semanalmente 
durante cuatro semanas 
siguiendo la dosis recomendada 
por el fabricante.  

Fertilización 
nitrogenada con 
solución de Hoagland 

NE-NITRO* Se aplicaron 12,37 mL de 
solución al 100% semanalmente 
a cada planta durante 4 
semanas. Esta cantidad se 
calculó para logar un aporte de 
12g de nitrógeno por plata, 
atendiendo a la demanda de 
nitrógeno para esta variedad, 
también se tumó en cuenta la 
cantidad de nitrógeno 

https://www.zotero.org/google-docs/?7tPbtF
https://www.zotero.org/google-docs/?7tPbtF
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inicialmente disponible en el 
suelo utilizado.  

Solución de Hoagland 
modificada sin aporte 
de nitrógeno 

NE-C- Se aplicaron 12,37 mL de 
solución al 100% sin aporte de 
nitrógeno semanalmente a cada 
planta durante 4 semanas 

Efluente del reactor sin 
ningún tratamiento 

NE-EFLU* Se aplicó semanalmente 10 mL 
del producto en drench a cada 
planta durante cuatro semanas.  

 

*Los macro y micronutrientes fueron aportados con solución de Hoagland (100%) 

modificada sin aporte de nitrógeno como lo describe Gutierrez et al, 2022.  

 

4.3.3 Variables de respuesta 

Para las plantas crecidas en hidroponía, a los 45 días después de trasplante (fase de 

crecimiento vegetativo) se midieron variables agronómicas como longitud del tallo, número 

de hojas, longitud de la raíz, peso fresco y clorofilas totales. Adicionalmente, se determinó 

la composición del microbioma rizosferico (sección 4.3.3).  Para las plantas crecidas en 

invernadero, se midió altura de la planta y número de hojas semanalmente hasta el día 70 

después de trasplante (DDT). Se midió la producción en peso fresco del fruto para cada 

tratamiento a los 70 DDT. Adicionalmente, se determinó la composición del microbioma 

rizosferico (sección 4.3.3) a los 35 DDT (fase de crecimiento vegetativo).  

 

4.3.4 Extracción de ADN, secuenciación y análisis bioinformático 

Con el fin de determinar si los microorganismos presentes en la comunidad 

autoensamblada son capaces de asociarse con la planta y colonizar la rizosfera, se 

determinó la composición microbiana de la rizosfera para el tratamiento BIOM. Se usó 

como punto de comparación los tratamientos AZO y C-. Para el caso de las plantas 

crecidas en suelo, cada planta (tres plantas por tratamiento) se agitó vigorosamente para 

eliminar los agregados grandes del suelo. El suelo que permaneció en las raíces se 

consideró como el suelo rizosférico y fue colectado siguiendo el protocolo de Lundberg et 

al. (2012) con algunas modificaciones. Brevemente, las raíces (10 g de peso fresco), con 

el suelo de rizosfera asociado, se colocaron en tubos estériles de 50 ml y se trataron con 
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30 ml de buffer fosfato 1X más Tween 20® al 2 % (v/v); luego, cada tubo se agitó durante 

10 min. Después de eso, las suspensiones se centrifugaron durante 5 minutos a 7200g, se 

descartó el sobrenadante y el pellet fue usado como material de partida para la extracción 

de ADN.  

Para las plantas crecidas en hidroponía, los microorganismos rizosfericos fueron 

recolectados siguiendo la metodología de (Barillot et al., 2013) con algunas modificaciones. 

Brevemente, se retiraron del sistema 3 plantas de cada tratamiento, las raíces (10 g de 

peso fresco), se colocaron en tubos estériles de 50 ml al cual se añadió 25 mL de solución 

salina al 0.85 % y se añadió tween 80 al 0.01 % (v/v). Posteriormente, se agitó durante 90 

minutos a 300 rpm para desprender las bacterias adheridas a la raíz. La fase líquida se 

centrifugó a 150 g durante 10 minutos, el sobrenadante se filtró (1 mm), se transfirió a otro 

frasco estéril y fue centrifugado 10000 g por 30 minutos (UNIVERSAL 320 - Hettich), se 

descartó el sobrenadante y el pellet fue usado como material de partida para la extracción 

de ADN.  

 

Para la extracción de ADN se usó el kit NucleoSpin Soil (Macherey–Nagel GmbH, 

Germany) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se medió la calidad y cantidad 

del ADN extraído mediante electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometría usando 

Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU).  

 

Las regiones del gen V3-V4 16S rRNA (341F - 805R) fueron secuenciadas por Mr.DNA 

Lab (Molecular Research LP Co, TX, USA) utilizando una plataforma Illumina MiSeq. Los 

datos de secuenciación fueron analizados utilizando QIIME2 v 2023.9 (https://qiime2.org)  

(Bolyen et al., 2019). La eliminación de ruido, la desreplicación de las secuencias y el 

filtrado de quimeras con el método de consenso se realizaron utilizando DADA2 (Callahan 

et al., 2016) dentro de QIIME2. La asignación taxonómica de las variantes de secuencia 

de amplicones (ASV) (97% de identidad de secuencia), se realizó utilizando el 

complemento “fit-classifier-naïve-Bayes”, frente a la base de datos de referencia SILVA 

138.  
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4.3.5 Análisis estadístico 

Para las variables de seguimiento de los bioreactores se realizó un análisis de varianza 

ANOVA (p<0,05), se probaron los supuestos de normalidad mediante prueba de Shapiro-

Wilks y homogeneidad de varianzas mediante prueba de Bartlett. Se realizaron análisis de 

comparaciones de medias usando Tukey (p<0,05). Todos los análisis fueron realizados 

usando el programa R (R Core Team, 2022). 

4.4 Resultados 

4.4.1 Plantas crecidas en hidroponía 

Plantas de tomate cultivadas en hidroponía mostraron que la aplicación de la biomasa 

microbiana en la solución nutritiva logra un crecimiento significativamente igual al que se 

obtiene con una fertilización usando nitrógeno (210 ppm) (Figura 2). El uso del producto 

comercial con Azotobacter y Azospirillum, si bien mostró un crecimiento significativamente 

mayor al control negativo (C-), no fue suficiente para igualar el control positivo con 

nitrógeno (NITRO). Estos resultados se pueden apreciar en las fotografías de las plantas 

de tomate (figura 3) donde es evidente un mayor crecimiento aéreo y desarrollo de raíz en 

las plantas de los tratamientos BIOM y NITRO. 
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Figura 2. Mediciones en plantas de tomate de 45 días de crecimiento en hidroponía. A: 

longitud del tallo, B: número de hojas. C: longitud de la raíz, D: peso fresco de la planta, E: 

contenido de clorofilas. Letras diferentes muestran diferencias estadísticamente 

significativas (ANOVA-Tukey p<0,05).  

 

 Por otra parte, las plantas de los tratamientos AZO y SOBRE presentan un bajo desarrollo 

foliar, poco crecimiento de la raíz y síntomas de clorosis. Las plantas del control, negativo 

(C-) solamente desarrollaron un par de hojas verdaderas, evidenciando la importancia del 

nitrógeno. La figura 4 muestra fotografías microscópicas de raíces de tomate del 

tratamiento BIOM y C-, donde se aprecia la formación de biopelículas sobre la superficie 

de la raíz en las plantas del tratamiento BIOM. 
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Figura 3. Fotografías de plantas de tomate de 45 días de crecimiento en hidroponía. 

 

Figura 4. Fotografías microscopicas de raíces de plantas de tomate del control negativo 

sin aporte de nitrógeno (A) y plantas inoculadas con la biomasa resuspendida en solución 

salina (B-C-D).  

 

4.4.2 Plantas crecidas en invernadero 

Los resultados muestran que la esterilización del suelo afecta significativamente la 

producción para el control positivo (NITRO) para el sobrenadante (SOBRE) y para el 

control negativo (C-) comparado con suelo no esterilizado (figura 5). Este efecto no se 
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evidencia en los demás tratamientos que tienen aplicación de microorganismos (AZO, 

BIOM y EFLU). Se observa que se alcanza una producción igual al control con nitrógeno 

químico usando directamente el efluente del reactor tanto en suelo esterilizado como en 

suelo sin esterilizar.   

 

Figura 5. Producción en peso fresco de los frutos de tomate a los 45 DDS. Letras diferentes 

muestran diferencias estadísticamente significativas (ANOVA-Tukey p<0,05).  n=8 

 

La figura 6 muestra fotografías de plantas de tomate de cada tratamiento a los 35 DDS, 

allí se aprecia de forma visual diferencias en el crecimiento. La figura 7A muestra el 

crecimiento en términos de altura de la planta durante el tiempo que duró el experimento. 

Se aprecia un menor crecimiento en las plantas sembradas en suelo esterilizado, sin 

embargo, las diferencias no son tan contundentes como se aprecia en la producción (figura 

5).  
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Figura 6. Fotografías de plantas de tomate de los diferentes tratamientos crecidas en 

invernadero a los 35 DDS. AZO: aplicación de un producto comercial a base de 

Azotobacter y Asospirillum, BIOM: aplicación de la biomasa centrifugada del reactor de 

fijación de nitrógeno, SOBRE: aplicación del sobrenadante obtenido del reactor fijador de 

nitrógeno, C-: control negativo sin aporte de nitrógeno, EFLU: aplicación del efluente del 

reactor sin centrifugar, NE: suelo no esterilizado, E: suelo esterilizado.  
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Figura 7. Altura de la planta durante el tiempo de evaluación del experimento (A)  y a los 

70 DDS (B). Letras diferentes muestran diferencias estadísticamente significativas 

(ANOVA-Tukey p<0,05). AZO: aplicación de un producto comercial a base de Azotobacter 

y Asospirillum, BIOM: aplicación de la biomasa centrifugada del reactor de fijación de 

nitrógeno, SOBRE: aplicación del sobrenadante obtenido del reactor fijador de nitrógeno, 

C-: control negativo sin aporte de nitrógeno, EFLU: aplicación del efluente del reactor sin 

centrifugar.  

 

4.4.3 Microbioma rizosférico 

Los resultados descritos en la figura 8 muestran que para el experimento de hidroponía 

para el tratamiento AZO hay una abundancia de 24,7% de Azospirillum, mientras que 

Azotobacter no fue detectado. Para el tratamiento BIOM los taxones más abundantes 

fueron Pseudomonas (20,7%), Exiguobacterium (11,9%) y Sphingobium (6,8%). Para el 

experimento en invernadero se aprecia una alta diversidad de microorganismos asociados 

a la rizosfera en todos los tratamientos. El tratamiento AZO solo registra una abundancia 

de 0,2% de Azospirillum, mientras que Azotobacter no fue detectado dentro de la lista de 

los más abundantes. 
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Figura 8. Gráfico de calor con valores de abundancia relativa de los 42 géneros más 

abundantes en las muestras. Tonos rojos más intensos indican una alta abundancia y 

menos intensos una baja abundancia. IR: inóculo rizosferico. MC: mezcla de AGVs de 

cerdo, AZO: mezcla de AGVs sintética, AZO: aplicación de un producto comercial a base 

de Azotobacter y Asospirillum, BIOM: aplicación de la biomasa centrifugada del reactor de 

fijación de nitrógeno, SOBRE: aplicación del sobrenadante obtenido del reactor fijador de 

nitrógeno, C-: control negativo sin aporte de nitrógeno, EFLU: aplicación del efluente del 

reactor sin centrifugar.   

 

4.5 Discusión 

Los resultados muestran que, tanto en hidroponía como en suelo, la inoculación de las 

plantas de tomate con la comunidad autoensamblada ya sea la biomasa centrifugada o 

directamente el efluente, permite una mayor producción y crecimiento con respecto a un 

control negativo. Se alcanzan valores iguales a los obtenidos con una fertilización química 

convencional.  
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Es interesante que en el tratamiento AZO, no aparece Azotobacter en los análisis de 

diversidad.  Azospirillum a pesar de que aparece con una abundancia del 24,7%, la fijación 

de nitrógeno no parece ser suficiente para mantener un crecimiento normal de la planta. 

La desaparición de Azotobacter podría ser debida a múltiples causas como no adaptación 

al hospedante, poca capacidad de competencia en la rizosfera, falta de adaptación al 

sistema de cultivo, entre otras.  

 

Azospirillum se caracteriza por tener un metabolismo oxidativo microaerófilo que es óptimo 

a 0,4% de oxígeno disuelto (Alexandre, 2015). Además, es capaz de detectar gradientes 

de oxígeno (aerotaxis) para identificar y moverse hacia espacios con baja concentración 

de oxígeno (Chemotaxis in Azospirillum | SpringerLink, s. f.). Estas dos características 

hacen que posiblemente esta bacteria no sea recomendable como fijador de nitrógeno en 

sistemas hidropónicos con alta concentración de oxígeno disuelto. Sin embargo, se ha 

reportado su capacidad de promoción de crecimiento cuando se aplica nitrógeno en la 

solución nutritiva (Benavides et al., 2023).   

 

Para el tratamiento BIOM en hidroponía los resultados sugieren que hay algunos taxones 

que la planta recluta a partir de la comunidad inoculada como Pseudomonas (20,7%), y 

Sphingobium (6,8%). Aparece también Exiguobacterium (11,9%) como el segundo más 

abundante,. Sin embargo, tiene una abundancia de cero en la comunidad autoensamblada 

(MC). Podría pensarse que es reclutado a partir del ambiente, pero no aparece en los otros 

dos tratamientos. La otra posibilidad es que estaba en una muy baja abundancia y la 

resolución del 16s no lo detecto, pero a pesar de estar poco abundante, fue capaz de 

prosperar en la rizosfera y alcanzar una abundancia de 11,9%. 

 

 La literatura muestra que microorganismos pertenecientes a Pseudomonas sp. tienen la 

capacidad de fijar nitrógeno y han sido identificados en múltiples especies de cultivos de 

interés comercial (Islam et al., 2013; Li et al., 2017). Por otra parte, no hay reportes que 

muestren que Exiguobacterium sp. ni Sphingobium sp. son capaces de fijar nitrógeno. Sin 

embargo, si es bien sabido de su capacidad como promotores de crecimiento por múltiples 

mecanismos como producción de ácido indol-acético, solubilización de fosfatos o 

formación de sideróforos (Boss et al., 2022; Kasana & Pandey, 2018; Pandey, 2020).  
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Adicionalmente, para el experimento de hidroponía, los resultados muestran que hay otros 

taxones que son abundantes en el C- y AZO pero que desaparecen en BIOM, como 

Clostridium_senso_stricto_1. Un comportamiento similar ocurre con Pseudoxantomonas 

sp. y Paenibacillus sp., los cuales disminuyen su abundancia en BIOM con respecto al 

control no inoculado (C-). Esto sugiere que la aplicación de la comunidad autoensamblada 

no solamente aporta fijadores de nitrógeno, sino que posiblemente están involucrados 

otros mecanismos de promoción de crecimiento e interacciones ecológicas que en su 

conjunto hacen que la planta tenga un buen crecimiento. En este sentido, es vital avanzar 

en técnicas que permitan poder entender todas estas interacciones. 

  

Es importante recalcar que a pesar de que las plantas usadas inicialmente para obtener el 

inoculo de inicio para todo el proceso de enriquecimiento y selección no eran tomate, y a 

pesar de que la comunidad fue cultivada con fuentes de carbono que no son las más 

comunes en la rizosfera, los microorganismos son capaces de responder a las plantas de 

tomate. Esto remarca la versatilidad metabólica de una comunidad autoensamblada en 

términos de poder adaptarse no solo a las condiciones de cultivo de la planta, sino también 

a la misma planta.  

 

Usar el sobrenadante en hidroponía, si bien genera un crecimiento significativamente 

mayor al control negativo sin nitrógeno. Se esperaba que alcanzara unos resultados 

similares a usar nitrógeno químico, teniendo en cuenta que ambos tratamientos en 

principio tienen la misma cantidad de nitrógeno aplicado. Sin embargo, para el 

sobrenadante la medición que se realizó fue solamente nitrógeno total, y con base en ello 

se realizó el cálculo del aporte final. 

 

 Las plantas solamente asimilan nitrógeno en forma de nitrato o amonio, y la proporción de 

estos también es importante, por lo que además de la medición de nitrógeno total, es 

conveniente medir las formas de nitrógeno presentes en el sobrenadante. Es posible 

también que dentro de ese nitrógeno total haya formas orgánicas del nitrógeno. Por otra 

parte, la medición de nitrógeno total en el sobrenadante fue realizada antes de esterilizar, 

es posible que durante el proceso de esterilización se haya perdido nitrógeno por 

volatilización. Finalmente es importante mencionar que en el sobrenadante aún se 

mantienen AGVs que no fueron consumidos, y hasta el momento es desconocido el efecto 

que estas moléculas presentes en la solución nutritiva puedan tener sobre el crecimiento 
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de las plantas. Las razones anteriormente expuestas podrían explicar el hecho de que el 

sobrenadante lo generara los efectos esperados, sin embargo, es un primer punto de 

partida para seguir trabajando en las metodologías que permitan mejorar los resultados.  

 

Para el experimento de invernadero, los taxones presentes en el inoculante no son 

abundantes en la rizosfera, sin embargo, la inoculación si genera un cambio en la 

composición microbiana en general, con ligeros aumentos en algunos taxones y 

descensos en otros y esto está asociado con una mejor producción. Otros estudios en 

tomate han mostrado que la inoculación de una comunidad autoensamblada cambia el 

microbioma rizosferico, aumenta la diversidad y promueve el crecimiento de las plantas 

(Gutiérrez et al., 2022).  

 

El hecho de que usar el efluente directamente sea mejor que la biomasa centrifugada 

puede obedecer a dos razones, lo primero es que en el efluente aun se mantienen algunos 

de los nutrientes del medio de cultivo y lo segundo es que además de las bacterias y el 

nitrógeno que pueda existir a nivel extracelular, allí también están todos los metabolitos 

secundarios que se hayan podido producir durante el proceso de fermentación. En este 

sentido, a nivel de aplicabilidad práctica, puede ser más ventajoso formular el aplicar el 

producto directamente.  

4.6 Conclusiones 

En resumen, los resultados revelan que la inoculación de plantas de tomate con una 

comunidad autoensamblada, ya sea mediante biomasa centrifugada o efluente, mejora 

significativamente la producción y crecimiento, equiparando resultados a la fertilización 

química convencional.  

Aunque el tratamiento AZO no muestra Azotobacter sp., destaca la importancia de 

considerar la adaptación al hospedante. En BIOM, taxones como Pseudomonas sp. y 

Sphingobium sp. sugieren reclutamiento, resaltando la versatilidad metabólica de la 

comunidad. La aplicación de la comunidad microbiana cultivada en los reactores no solo 

aporta fijadores de nitrógeno, sino también otros mecanismos de promoción de 

crecimiento. La variación de taxones en comparación con el control indica interacciones 

ecológicas complejas.  
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La adaptabilidad de la comunidad a las plantas de tomate subraya su versatilidad 

metabólica. Se sugiere evaluar detalladamente las formas de nitrógeno en el sobrenadante 

y considerar posibles pérdidas durante la esterilización. En el invernadero, la inoculación 

genera cambios en la composición microbiana asociados con mejor producción, 

respaldando la aplicabilidad práctica del efluente directo. En conjunto, estos hallazgos 

proporcionan información valiosa sobre la eficacia y complejidades de la comunidad 

autoensamblada en el cultivo de tomate, destacando la necesidad de investigaciones 

adicionales para optimizar y comprender estos procesos. 

 

 

 

 

 





 

 
 

5. Recomendaciones y consideraciones 
finales 

Los hallazgos obtenidos en este estudio indican la presencia de una sorprendente 

diversidad de microorganismos posiblemente fijadores de nitrógeno, algunos 

desconocidos, que podrían albergar un potencial biotecnológico significativo. La aparición 

de microorganismos no clasificados sugiere la dificultad de obtenerlos mediante cultivos 

puros. Sin embargo, el presente trabajo destaca la viabilidad de cultivar estos 

microorganismos en bioreactores, lo que sugiere que las condiciones propicias para su 

desarrollo podrían depender de las asociaciones que puedan formar con otros organismos 

en un entorno controlado. Este fenómeno resalta la importancia de adoptar un enfoque 

basado en la teoría ecológica de comunidades microbianas en donde la bioprospección no 

se hace a partir de la identidad de los microorganismos sino a partir de la función que son 

capaces de llevar a cabo en un contexto de comunidad microbiana.  

 

La valorización de los ácidos grasos volátiles (AGVs) derivados de residuos porcinos se 

revela como una opción altamente prometedora para el cultivo de microorganismos 

fijadores de nitrógeno en biorreactores. Más allá de la mera producción de biomasa 

microbiana, este enfoque ha demostrado la obtención de nitrógeno combinado en el 

sobrenadante, sugiriendo la posibilidad de emplear los biorreactores fijadores de nitrógeno 

como biofábricas de nitrógeno combinado. Además, este proceso puede integrarse de 

manera eficiente en un contexto de biorefinería al aprovechar los AGVs generados a través 

de la digestión anaerobia de residuos porcinos. Este estudio representa un enfoque 

pionero en esta área emergente, proporcionando valiosa información inicial. Sin embargo, 

se reconoce que el camino hacia la optimización del proceso aún se encuentra en sus 

primeras etapas. Aspectos cruciales, como la evaluación de diferentes concentraciones de 

AGVs y modos de operación de los biorreactores, necesitan una atención más detallada. 

La variabilidad en la composición y cantidad de AGVs podría influir directamente en la 
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eficiencia del cultivo microbiano y la producción de nitrógeno combinado, por lo que es 

esencial investigar a futuro cuidadosamente estas variables para maximizar los beneficios 

del sistema. Además, se vislumbra la oportunidad de explorar otros bioprocesos 

conectados a la fijación de nitrógeno. La posibilidad de considerar la integración con 

procesos como el cultivo de microalgas o la utilización de otros microorganismos de interés 

industrial amplía aún más el potencial de este enfoque.  

 

Este estudio propone la utilización de inoculantes compuestos por una variedad de 

microorganismos como una alternativa a los biofertilizantes convencionales que se 

formulan a partir de cultivos puros. Aunque esta alternativa demuestra su eficacia a nivel 

experimental, se presentan desafíos legales que podrían restringir su aplicación.  

 

En el contexto colombiano, existe un requisito mínimo de pureza del microorganismo en 

los productos formulados, y cumplir con este criterio se vuelve más complejo en el caso de 

inoculantes compuestos. Para abordar este problema, sería esencial incorporar técnicas 

de secuenciación de nueva generación, las cuales permiten determinar la diversidad de 

especies presentes y su abundancia en el inoculante. 

 

 No obstante, la implementación de estas técnicas conlleva desafíos adicionales, ya que 

no son pruebas de rutina y requieren la disponibilidad de equipos especializados y personal 

altamente calificado. Esto no solo añade una barrera logística, sino también un costo 

adicional a la aplicación de los inoculantes compuestos. En este contexto, resulta 

imperativo revisar las normativas existentes para adecuarlas a la realidad de estas nuevas 

tecnologías agrícolas.  

 

La revisión de las normativas sería fundamental para fomentar la adopción de inoculantes 

compuestos en la práctica agrícola, ya que permitiría la flexibilización de los requisitos de 

pureza y la integración de métodos avanzados de caracterización microbiana. Además, se 

podría considerar la creación de protocolos específicos que faciliten la implementación de 

técnicas de secuenciación de nueva generación, promoviendo la accesibilidad y la 

estandarización de estas herramientas
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