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Abstract - Resumen IX

Resumen

Las vinazas son residuos producidos ampliamente en la industria de la destileria y son
catalogados actualmente como desechos téxicos debido a su alta carga organica. Sin embargo,
este residuo es viable como fuente de carbono para el crecimiento de cierto tipo de
microorganismos como es el caso de Gluconacetobacter diazotrophicus. Este microorganismo
es capaz de producir acido indolacético (AIA), el cudl es una molécula que cumple el papel de
fitohormona. Ademas, el microrganismo per se cumple funciones de fijaciéon de nitrégeno y
solubilizacién de fésforo y niquel lo cual supone un alto potencial como biofertilizante
organico. El propoésito principal de esta tesis es cultivar G. diazotrophicus en vinazas
azucareras como base para la elaboracién del medio de crecimiento y produccién de AIA para

su posterior implementacidn en cultivos de tomate y girasol.

Para cumplir este objetivo, se realizé una adaptaciéon progresiva del microorganismo en
vinazas azucareras y se determinaron los parametros que mejoraron la produccién de AlA a
través de un disefio experimental Box-Behnken. Para realizar la medicién de la fitohormona
de forma mas practica y efectiva, se propusieron dos métodos colorimétricos basados en la
técnica de Salkowski. Después de obtener el biofertilizante, se realizaron dos cultivos de
interés industrial (tomate y girasol), los cuales fueron irrigados con el producto resultante y

se comparé su efectividad con respecto a la aplicacion de un fertilizante comercial.

El estudio mostré crecimiento de G diazotrophicus en una concentracion de 8,7 +0,1 glL-len
vinazas hasta el 50%. Ademas, se disefi6 una técnica practica, econémica y sencilla para la
determinacién de AIA en matrices complejas como la vinaza. Los parametros que maximizaron
la produccién de AIA en este estudio fueron: ajustar el pH de la fermentaciéon a 7,46 y utilizar
un flujo de aireacion de 3,4 Lmin-l. Los experimentos en campo demostraron un crecimiento
en las plantas de tomate de 109% por encima del control y 99% en la productividad en gramos

de fruto por planta. En el caso del girasol se tuvo un aumento de 27% en la longitud de los
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tallos y un incremento del 37 y 35% en el nimero de flores y el didmetro de la flor al momento

de terminar el estudio.

La mayoria de las variables medidas demostraron un mejor desempefio del biofertilizante con
respecto al fertilizante comercial. Se confirma la hipétesis planteada en el documento y se
logra cumplir a cabalidad con los objetivos especificos propuestos. Finalmente, se plantean

algunos interrogantes que quedan sin respuesta y vale la pena una investigacion posterior.

Palabras clave: biofertilizante, Gluconacetobacter diazotrophicus, vinazas, dcido indolacético.



Abstract

Vinasses (sugary residues) are wastes widely produced by the distillery industry and are
currently listed as toxic wastes due to their high organic load. However, this residue is viable
as a carbon source for the growth of certain types of microorganisms such as
Gluconacetobacter diazotrophicus. This microorganism is able to produce indoleacetic acid
(IAA), which is a compound that plays the role of a phytohormone on many plants. In addition,
the microorganism per se fulfills functions such as nitrogen fixation and phosphorus and nickel
solubilization, which supposes a high potential as an organic biofertilizer. The main purpose
of this thesis was to grow G. diazotrophicus in vinasses as the growth medium for the

production of IAA and its application in tomatoes and sunflower plantations.

To achieve this objective, a progressive adaptation of the microorganism in sugar vinasses was
carried out and the parameters that improved the IAA production were determined through
an experimental Box-Behnken design. To perform the phytohormone measurement in a more
practical and effective way, two colorimetric methods based on the Salkowski technique were
proposed. After obtaining the biofertilizer, two crops of industrial interest (tomato and
sunflower) were made, which were irrigated with the resulting product and its effectiveness

was compared with respect to the application of a commercial fertilizer.

This study showed growth of G diazotrophicus in a concentration of 8,7 +0,1 gL-! in vinasses
up to 50%. In addition, a practical, economical and simple technique was designed for the [AA
determination in complex matrices such as vinasse. The parameters that maximized the IAA
production in this study were: adjust the fermentation pH to 7.46 and use an airflow of 3.4
Lmin-L. Field experiments demonstrated a growth in tomato plants of 109% above the control

and 99% in productivity in grams of fruit per plant. In the case of sunflower there was an
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increase of 27% in the length of the stems and an increase of 37 and 35% in the number of

flowers and the diameter of the flower at the end of the study.

Most of the measured variables demonstrated a better performance of the biofertilizer with
respect to commercial fertilizer. The hypothesis stated in the document is confirmed and the
specific objectives proposed are fully achieved. Finally, some questions remain unanswered

and worth further investigation

Keywords: biofertilizer, Gluconacetobacter diazotrophicus, vinasses, indoleacetic acid.
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Introduccion

Los microorganismos endéfitos son aquellos que viven en los tejidos de las plantas sin causar
dafio aparente al hospedero, y el papel de estos microorganismos en la promocién del
crecimiento de las plantas esta recibiendo cada vez mayor atencién [1]. Las bacterias end6fitas
pueden promover el crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos, por
ejemplo: suministro o fijacion de nitréogeno para la planta hospedera, produccion de

reguladores de crecimiento en las plantas y control biolégico de patégenos, entre otros [2].

En Cuba se han obtenido muy buenos resultados en el aislamiento y aplicacién de G.
diazotrophicus como estimulador del crecimiento tanto en la modalidad de experimentacién
como en la de extension agricola en cultivos con alto contenido de azuicares (e.g., papa,
calabaza, viandas tropicales, frutales, rosas amarilla y rosas rojas) [3]. As{ mismo, Caballero-
Mellado J. y Rojas J. [4], afirman que se han encontrado efectos positivos en el crecimiento de
plantas de cafia de azdcar y a su vez encontraron que esta bacteria puede colonizar con

facilidad su raiz.

En la agricultura moderna se ha empezado a introducir el uso de un grupo de compuestos
clasificados como estimulantes del crecimiento de las plantas. Este conjunto de productos
relativamente nuevos es utilizado para maximizar el rendimiento y la calidad de los cultivos,
especialmente en aquellos que se encuentran bajo condiciones ambientales desfavorables [5].
El papel mas comtin de los estimulantes es controlar y acelerar los procesos metabdlicos de las
plantas, incrementar la resistencia al estrés y la estimulacion de su desarrollo foliar y raizal
[6]. Su aplicacién ademas de promover el desarrollo de las plantas, también contribuye a
reducir el uso de agroquimicos comunes en la agricultura tradicional y por ende reducir el

impacto a largo plazo causado con estos [7].
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La agricultura convencional suele usar agroquimicos que provean de N, P y K en diferentes
proporciones dependiendo del cultivo objetivo y se limita al uso de microorganismos
promotores del crecimiento de las plantas (MPCP) en la etapa de germinacidn. El objetivo de
este trabajo fue obtener un biofertilizante a través de la fermentacion de vinazas azucareras
como unica fuente de carbono utilizando G. diazotrophicus. Dicho biofertilizante se caracteriza
por el efecto sinérgico entre el microorganismo y el acido indolacético. El producto obtenido
fue implementado en cultivos de tomate y girasol a escala invernadero con el fin de evaluar su

efecto y compararlo con las formas comunes de fertilizaciéon comercial.

Planteamiento del problema

En Colombia existen residuos que son dispuestos de manera inadecuada generando un alto
grado de contaminacién, un ejemplo de estos son las vinazas azucareras cuyo tratamiento
actual se basa principalmente en la fertirrigacion directa. Actualmente no existe una tecnologia
ampliamente aceptada, a pesar de que se han realizado varios estudios de alternativas de su
disposicion final como coagulacién electroquimica, cogeneracidon energética, fermentacion
oscura y digestion anaerobia [8]-[11]. Una alternativa poco estudiada y que puede tener
mucho potencial en la transformacidn de estas vinazas, es utilizarlas como materia prima para
la produccién de biofertilizantes. Hoy en dia, la produccidn de biofertilizantes en el pais es una
puerta que apenas se estd abriendo. El biofertilizante producido por G. diazotrophicus no sélo
es una excelente alternativa como fertilizante comercial debido a las grandes ventajas que
ofrece, sino que también es una ventana hacia la produccién y extraccién de compuestos
promotores del crecimiento de las plantas como las auxinas. Colombia es un pais donde el
sector de la agricultura es predominante, por lo que surge la necesidad de desarrollar nuevos
procesos que puedan ser implementados con el fin de mejorar los rendimientos de produccion
agricola. En este caso, el proceso de obtencion de biofertilizantes a través de la fermentacion
de vinazas por G. diazotrophicus, proporcionara mayor estabilidad econémica y ambiental por
el hecho de utilizar la bioconversién de un residuo agroindustrial, como plataforma para la

obtencién de un producto de alto valor agregado.
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Justificacion

Las vinazas azucareras se presentan como una fuente renovable para obtener productos de
valor agregado, y al mismo tiempo con el desarrollo de esta tecnologia se puede tener un
impacto ambiental positivo al reducir la contaminaciéon que generan efluentes del sector
agroindustrial. Las vinazas ademas de ser altamente contaminantes, debido a su toxicidad,
también son producidas en grandes cantidades, llegando a méas de 2 millones de litros por dia
en Colombia. Por lo tanto, si se utilizaran estas vinazas para la obtencién de productos de
interés agroindustrial (como lo son los biofertilizantes), se reducirian los impactos
medioambientales, y este desecho podria llegar a catalogarse como un co-producto de la

produccién de alcohol.

En 2016, el mercado mundial estimado de los biofertilizantes fue de 668,47 millones de
dolares y se espera que crezca a 1,39 mil millones para el aflo 2022, lo cual corresponde a una
Tasa de Crecimiento Anual Compuesta (TCAC) de 13,3% durante este periodo [12]. De
acuerdo a lo anterior, se hace altamente viable el desarrollo de este tipo de tecnologias limpias,
con las cuales se consigue alcanzar una economia circular afiadiendo un eslabén que une el
final de un proceso con el inicio del mismo. De esta manera, se disminuye el impacto ambiental

y se promueven a su vez el crecimiento tanto econémico como social del pais.

Gran parte de la demanda de fertilizantes en el mundo es suplida por agroquimicos, los cuales
debido a su consumo, generan problemas medioambientales, relacionados con los gases de
efecto invernadero, desertificacion de los suelos, destruccion de los ecosistemas, etc. Por el
contrario, el uso de biofertilizantes permite incrementar los rendimientos de los cultivos,
mitigar la acumulacién de nutrientes en forma no asimilable por las plantas, e incluso permite

la desmineralizacion de un porcentaje de éstos.
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Hipotesis

Es posible obtener un biofertilizante viable, rentable y sostenible a través de la fermentacién
de vinazas azucareras producidas a gran escala en Colombia a través de Gluconacetobacter

diazotrophicus.

Objetivos

Objetivo General

Producir un biofertilizante a partir de la fermentacidn de residuos agroindustriales de interés

como las vinazas azucareras por medio de Gluconacetobacter diazotrophicus.

Objetivos Especificos

Adaptar el microorganismo G. diazotrophicus en un medio de cultivo cuya tnica fuente de

carbono son las vinazas.

Adecuar una metodologia econémica y confiable de cuantificacién para el acido indolacético

(AIA) en un medio de vinazas.

Evaluar experimentalmente la produccion del biofertilizante a partir de la fermentacion de las

vinazas.

Implementar el biofertilizante en un cultivo de interés agroindustrial a escala invernadero.
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Esquema general desarrollo de la tesis

En el Diagrama 1 se observa un derrotero general que abarca a grosso modo el orden légico
propuesto para alcanzar el cumplimiento de los objetivos propuestos anteriormente. En
primera instancia se observan tres pilares bibliograficos fundamentales para el desarrollo
satisfactorio de la hip6tesis planteada: biofertilizantes, residuos agroindustriales y cultivos de
interés industrial. Estos temas son el tronco principal de este estudio, y suministran
informacién de gran relevancia para poder plantear las metodologias acertadas que permitan
la resolucidn de los objetivos especificos. Las vertientes secundarias dan informacién un poco
mas detallada de cada uno de los pilares mencionados anteriormente, indicando
especificamente aquellas tematicas que permitiran la formulacion de las actividades
necesarias en el estudio. El tercer nivel indica el cumplimiento de los objetivos estipulados en
la seccidn anterior, y en los niveles inferiores se mencionan los procedimientos y variables de

mayor relevancia.
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1. Marco teorico

El uso excesivo de los fertilizantes quimicos en la agricultura ha provocado muchos problemas
ambientales como el deterioro de la capa de ozono, disminucién a largo plazo de la
productividad de los suelos, principalmente por la disminucién de la microflora natural y la
acidificacion de las fuentes acuiferas [13]. Con el fin de afrontar estos problemas, se propone
el uso de biofertilizantes, los cuales han demostrado ser muy efectivos. Existen distintas clases
de biofertilizantes como el compost y abonos organicos, asi como también otros que incluyen
microorganismos vivos y otros basados en derivados de residuos agricolas y animales como
se observa en la Figura 1-1 [6]. Desde los inicios de la agricultura e incluso hasta el dia de hoy
se usan grandes cantidades de abonos producidos a partir del tratamiento de estiércoles de
diferentes animales como gallinas, ganado vacuno, equino en incluso de cerdos [14]. El
compost es otro biofertilizante eficaz al momento de aportar beneficios a los suelos
cultivables; este producto se obtiene a través de una transformacidn bioldgica por medio de la
descomposicidn de sustancias organicas complejas. Los beneficios bioldgicos y quimicos del
abono y el compost se ven reflejados en el mejoramiento de las condiciones globales de los
suelos, generando un incremento en la calidad de los cultivos [15]. A pesar de que el uso de
biofertilizantes en la agricultura trae ventajas ambientales y econémicas, su dosificaciéon debe
ser vigilada porque pueden alterar las concentraciones de nitrégeno, fosforo y potasio del

suelo o desestabilizar su microflora natural.

Algunos subproductos de origen animal y vegetal son utilizados con frecuencia como
biofertilizantes, especialmente aquellos que son obtenidos como subproducto en algin
proceso agroindustrial. Los de origen animal por lo regular se tratan de huesos, cuernos, ufias,
pelo, y otros con altas cantidades de proteinas fibrosas derivadas del colageno y la queratina.
Una de sus grandes virtudes es su capacidad biodegradable, ademés se ha demostrado que su

procesamiento es de bajo costo [16].
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Biofertilizantes

De origen De origen . .
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animal vegetal
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pelo. y frutos.

Figura 1-1. Tipos de biofertilizantes.

En el caso de los subproductos de origen vegetal, se obtienen por medio del procesamiento de
fibras de tipo lignocelulésico. Su utilizacién y resultados han demostrado que pueden
reemplazar efectivamente la aplicacion de fertilizantes inorganicos comerciales [17]. Los
biofertilizantes de caracter vegetal basan su potencial en las importantes cantidades de

nitrégeno, fésforo, potasio y materia organica que poseen [18].

Actualmente, muchos biofertilizantes se basan en el uso de microorganismos benéficos, cuya
funcién se puede dividir en dos grandes campos: microorganismos endéfitos y
descomponedores-solubilizadores. Los primeros tienen la capacidad de vivir en los tejidos de
las plantas sin causar dafio aparente al hospedero, promoviendo el crecimiento de las mismas
en diversas formas. Los ultimos se encargan de degradar la materia organica o convertir los
compuestos inorganicos en sustancias bioasimilables para la nutricién de las plantas. Entre
otras funciones de los microorganismos de interés para la agricultura se encuentran la

regulacion del pH y el control de enfermedades [19].

Existe una clasificacion general para los distintos tipos de microorganismos y su funciéon

especifica sobre el crecimiento de las plantas. En la Tabla 1-1 aparece un resumen de los tipos
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mas relevantes de microorganismos utilizados como biofertilizantes y algunos ejemplos de

ellos.

Tabla 1-1. Clasificaciéon de microorganismos usados como biofertilizantes.

Su labor es fijar el nitrégeno Rhizobium spp., [20], [21]
atmosférico y convertirlo en nitrégeno Azospirillum spp., y

organico capaz de ser asimilado porlas algas verdeazuladas.

plantas.

Su funcion es la disminucién del pH por  Bacillus spp., [22], [23]
medio de la secrecion de acidos Pseudomonas spp.,y

organicos, con el fin de solubilizar las Aspergillus spp.

formas insolubles de fésforo en el

suelo.

Facilitan la adsorcion de las formas Mycorrhiza. [24], [25]
solubles del fésforo en las raices de las

plantas.

Producen hormonas y anti- Pseudomonasspp.y  [26],[27]
metabolitos, los cuales promueven el Gluconacetobacter

crecimiento raizal o foliar. Spp.

Se encargan de solubilizar potasio por Bacillus spp., y [28], [29]
la produccion de acidos organicos. Esto  Aspergillus niger.

debido a que el potasio usualmente se

encuentra en forma de silicatos no

asimilables por las plantas.

Oxidan el azufre a iones fosfato, los Thiobacillus spp. [30], [31]

cuales son asimilables por las plantas.
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1.1 Mercado de fertilizantes y biofertilizantes en el mundo

El consumo estimado de nutrientes (N, P20s, K»0) para el afio 2014 fue de 184,67 millones de
toneladas y logré un aumento a 186,6 millones de toneladas para el afio 2015. Teniendo como
base un 1,6% de crecimiento sucesivo por afio, se espera alcanzar 199 millones de toneladas
para el final del afio 2019 [32]. En la Tabla 1-2 se muestra la demanda mundial para el sector

de fertilizantes quimicos inorganicos desde 2015 hasta el 2019.

Tabla 1-2. Demanda mundial de fertilizantes inorganicos (millones de toneladas)[32].

Aiio 2015 2016 2017 2018 2019
Nitrégeno (N) 112,54 113,96 115,50 116,91 118,22
Fosfato (Pz05) 42,11 42,86 43,79 44,65 45,53
Potasio (Kz0) 31,97 32,80 33,63 34,45 35,26

Total 186,62 189,62 192,92 196,01 199,01

La demanda mundial de fertilizantes para el afio 2016 estaba distribuida principalmente entre
USA, India, Brasil, Francia y Turquia con un 89% de la cantidad total demandada, siendo USA
el consumidor mas importante con aproximadamente un 39% del total. En la Tabla 1-3 se
encuentra la informacion de las cantidades que se produjeron en el mismo periodo de tiempo.
Los principales paises que aportan a esta produccion mundial son USA, India, Rusia, Canada y
Brasil, sumando un 72% aproximadamente. El principal exponente es USA acaparando un

22,51% de la produccion total de fertilizantes quimicos.

Tabla 1-3. Produccién mundial de fertilizantes inorgéanicos (millones de toneladas) [32].

Afio 2015 2016 2017 2018 2019
Nitrégeno (N) 153,77 159,49 164,73 168,06 171,43
Fosfato (P20s) 46,01 4730 4848 50,05 51,15
Potasio (K20) 44,03 4543 47,51 49,92 51,84

Total 243,81 252,22 260,72 268,03 272,42

Al realizar una comparacion entre la informacién de la Tabla 1-2 y la Tabla 1-3 se puede
concluir que en los 5 afios estudiados, se logr6 cubrir la demanda mundial e incluso la

produccién sobrepasé dicho limite en 25,6% aproximadamente.
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Sin embargo, entre el 60 al 90% del fertilizante total aplicado se pierde por procesos de
lixiviacién o mineralizacion, esto conlleva a que solo entre el 10 al 40% restante sea asimilado
por las plantas [33]. Aqui es donde los biofertilizantes pueden ser un componente importante,
utilizando un sistema integrado donde la cantidad de fertilizante quimico previamente
adicionado al suelo sea recuperado e implementado de nuevo al cultivo. Lo anterior ha sido el
motivo fundamental por el cual se ha visto incrementado el mercado de los biofertilizantes a

nivel mundial como se observa en la Figura 1-2.
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Figura 1-2. Mercado global de biofertilizantes 2014-2024. Adaptado de [33].

La informacion suministrada por la Figura 1-2 resume el mercado real hasta el afio 2016 y la
proyeccion estadistica de mercadeo hasta el aflo 2024. Sin embargo, solo se muestra de forma
detallada la proporcion de fijadores de nitrégeno y solubilizadores de fésforo, los cuales
corresponden para un promedio entre los afios 2014-2024 de aproximadamente 76,5y 14,6%
del mercado total, respectivamente. Por lo tanto, el 8,9% restante corresponde
aproximadamente a los microorganismos promotores de crecimiento, solubilizadores de

potasio, transportadores de fosfatos y oxidantes de azufre.

A nivel mundial la distribucién del mercado se encuentra resumida en la Figura 1-3
mostrando que Norte América tiene la mayor cantidad de ingresos provenientes de
biofertilizantes con un 32%, seguido por Europa con un 23% y dejando atras al medio oriente

con un 10% aproximadamente. También se puede observar que Latino América tiene un 16%
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del mercado mundial siendo Brasil, Argentina, Colombia y México los mayores exponentes de

la region [34].

Medio Oriente
10%

Norte América
32%

Latino América
16%

Asia - pacifico
19%

Europa
23%

Figura 1-3. Distribucién mundial del mercado de biofertilizantes.

Las empresas de mayor produccién en el sector de los biofertilizantes a nivel mundial son:
Novozymes A/S (Dinamarca), Rizobacter Argentina S.A. (Argentina), Lallemand Inc. (Canada -
USA), National Fertilizers Limited (India), Madras Fertilizers Limited (India), Gujarat State
Fertilizers & Chemicals Ltd (India), T Stanes & Company Limited (India), Camson Bio
Technologies Limited (India), Rashtriya Chemicals & Fertilizers Ltd (India), Biomax
(Colombia), Symborg (Espafia), Agri Life (India) y Kiwa Bio-Tech Products Group Corporation
(USA) [35].

1.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria endoéfita, fijadora de nitrégeno,
solubilizadora de fosfatos, solubilizadora de Zinc y fue la primera bacteria aislada de la cafa
de azucar (Saccharum officinarum) [36]. G. diazotrophicus es una bacteria Gram-negativa con
forma de bacilo corto como se observa en la Figura 1-4 y es uno de los principales
microorganismos endoéfitos estudiados como un organismo modelo para evaluar la interaccién
bacteria-planta en plantas no leguminosas [37]. Esta bacteria tiene algunas caracteristicas
fisiolégicas, las cuales le permiten su interaccién con las plantas. G. diazotrophicus tiene la
capacidad de producir fitohormonas incluyendo giberelinas, citoquinonas y auxinas. La
producciéon mas importante reportada es hacia AIA o sus derivados como IAM o acido

indolpropionico (AIP) [38], [39].
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Figura 1-4. Tincion Gram de G. diazotrophicus.

Este microorganismo es capaz de colonizar la raiz de la cafia de aztlicar en condiciones
normales (sacarosa a 100 gL-1) y también puede crecer con facilidad en otro tipo de cultivos
que generen disacaridos entre sus metabolismos [37]. El estrés osmético causado por la alta
concentracion de sacarosa puede inhibir el crecimiento de otros microorganismos y promueve
el crecimiento de la G. diazotrophicus, lo cual le otorga una gran ventaja al momento de la

colonizacion.

El crecimiento 6ptimo de la bacteria se presenta a 30°C de temperatura y resulta mas
abundante en medios de cultivo que contienen 10 % de sacarosa y pH de 5,5 [2]. Sin embargo,
puede crecer en concentraciones de sacarosa hasta del 30% vy fijar nitrégeno en
concentraciones de oxigeno del 4% [36], [40]. Puede utilizar glucosa, fructosa o sacarosa,
produciendo acido a partir de estos sustratos [41]. Con excepcidn de la sacarosa, no usa otros
disacaridos y no crece con acidos dicarboxilicos como tnica fuente de carbono [42]. Produce y
secreta una proteina con actividad levanosacarasa que se expresa de forma constitutiva y
cataliza la transfructificaciéon de la sacarosa a una variedad de aceptores incluyendo agua,
glucosa y fructano [43]. También se ha comprobado que, cuando hidroliza la sacarosa, da
origen a oligofructanos y levana, los que al parecer favorecen a la bacteria durante la

colonizacion y confiere cierta respuesta defensiva a la planta [44].

1.3 Fitoestimulantes

Una de las estrategias de los microorganismos endéfitos para promover el crecimiento de las
plantas es la produccion de sustancias fitoestimulantes tales como hormonas, acidos grasos o

aminodcidos. De este grupo, las que generan una mayor respuesta son las fitohormonas,
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desempefiando un papel fundamental en procesos de sefializacion, transporte, biosintesis,
conjugacion y degradacion en los metabolismos de las plantas [45]. Las auxinas y citoquininas
son las fitohormonas mas estudiadas actualmente, éstas pueden actuar por separado o en

efecto sinérgico para cumplir diferentes procesos de desarrollo en las células vegetales [46].

El transporte polar de auxinas es un proceso regulado de transferencia de las mismas desde
una célula hacia otra, es el encargado de proveer informacién esencial de direccién y posicion
para todos los procesos vitales de desarrollo de las plantas. Entre los procesos mas comunes
se encuentran la diferenciacién vascular, dominancia apical, polaridad en las organelas,

embriogénesis, organogénesis, filotaxis y tropismos [47].

La produccién de auxinas se da principalmente en el cotiledén de la planta, el cual est4 ubicado
en el apice de la misma, generando un gradiente desde la parte superior hasta las raices. La
diferencia de concentraciones induce un transporte descendente encargado de promover el
desarrollo desde las hojas superiores hasta las raices, distribuyéndose por los demas tejidos
en su trayecto [48]. Por su parte, la ausencia de éstas reduce fuertemente el desarrollo
vascular, reduce de forma importante la dominancia apical y genera problemas con el
geotropismo. Las auxinas que se encuentran comunmente tanto en plantas como en

microorganismos se presentan en la Figura 1-5.

Comercialmente estas sustancias son de gran interés debido a que su efecto a nivel fisioldgico
se refleja en la manipulacién indirecta de los estados fenoldgicos en los momentos deseados.
Por ejemplo, adelantar la brotacion, acelerar la fructificacién, aumentar el crecimiento foliar y
el calibre del fruto, incluso interviene en los procesos de floracion [49]. Por lo tanto, las auxinas
se hacen altamente atractivas para el sector agroindustrial, encontrando su campo de accion
en la mayoria de los cultivos tales como el mercado de flores (ornamentales y de consumo),

frutos, tallos, hojas y raices.
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Figura 1-5. Auxinas comunes en la naturaleza.

Una de las auxinas mas importante en el desarrollo de las plantas es el AlA, siendo una
molécula muy atractiva en el mercado de los biofertilizantes debido a su caracter benéfico

sobre el crecimiento de las plantas.

1.4 Acido Indolacético (AIA)

Es una de las auxinas mas activas fisiol6gicamente producida a través del metabolismo del L-
triptéfano por microorganismos promotores del crecimiento de las plantas (MPCP) [50]. AIA
ayuda en la generacion de raices mas largas e incrementa el nimero de raices capilares y
laterales, las cuales estan involucradas en la absorcién de nutrientes [51]. AIA también

estimula la elongacion celular, modificando ciertas condiciones como: el contenido osmoético
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de la célula, la permeabilidad del agua hacia el interior de la célula, la presién de la pared
celular y sintesis de proteinas especificas. AIA regula muchos aspectos en el desarrollo de las
plantas, entre ellos: promueve actividad antioxidante, inhibe o retrasa la abscision de las hojas

e induce a la floracién y fructificacion [52].

AIA es un metabolito derivado del tript6fano producido en plantas, bacterias, hongos y algas a
través de rutas dependientes o independientes de este aminodacido. En la ruta dependiente de
triptéfano, este es convertido en 3-indolacetamida (IAM) por accién de la enzima triptéfano-
2-monooxigenasa, después IAM es metabolizado a AIA a través de la indolacetamida-hidrolasa
como se muestra en la Figura 1-6 [53], [54]. Zakharova EA et al., demostraron que Azospirillum
brasilense es capaz de producir AIA en ausencia de triptéfano cuando es crecido de forma

aerobia y en presencia de NH4 [55].
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Figura 1-6. Ruta metabélica para la sintesis de AIA. Tomada de [54].

Se ha encontrado que diferentes tipos de bacterias, hongos y algas son capaces de producir
cantidades fisioldgicamente importantes de AIA o sus derivados. Entre las bacterias mas
importantes en la produccion de dicho metabolito cabe mencionar: Agrobacterium

tumefaciens, Alcaligenes faecalis, Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Bacillus
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cereus, Bradyrhizobium spp., Enterobacter cloacae, Gluconacetobacter diazotrophicus, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas syringae y
Rhizobium spp. [56]-[59]. Ademas, Phoma glomerata y Penicillium sp. son cepas de hongos que
tienen la capacidad de producir AIA [60]. Por otra parte, se ha demostrado la produccion de
AlA por ciertos tipos de algas como: Desmodesmus spp., Emiliania huxleyi, Gracilaria dura
y Prionitis lanceolata. Incluso en algunos estudios se puede encontrar la produccion de dicha

auxina por algunos musgos como Phycomitrella patens y Funaria hygrometrica [61].

1.5 Cuantificacion de AIA

La cuantificacion de AIA es usualmente llevada a cabo a través de una técnica colorimétrica
conocida como método de Salkowski, la cual consiste en mezclar de la muestra problema con
el reactivo de Salkowski en una relacién 1:2 e incubar a temperatura ambiente en oscuridad.
Luego de 30 minutos se registra la absorbancia utilizando un espectrofotdmetro a 530 nm.
Para evitar interferencias con sélidos suspendidos, se debe realizar una centrifugacion de la
muestra con el fin de precipitar biomasa y demas sélidos en suspension como proteinas o

polisacaridos de alto peso molecular [62], [63].

Diversas técnicas cromatograficas como la Cromatografia de Capa Fina (TLC), la Cromatografia
de Gases (GC) y la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) han sido utilizadas para
la determinacién de fitohormonas. La TLC puede ser utilizada a modo de preparacion, sin
embargo es usada con frecuencia con fines analiticos. Este método se presenta muy util ya que
permite la separacién de varias giberelinas, debido a la posibilidad de emplear diferentes
disolventes y agentes reveladores, utilizando la silica gel como soporte en la mayoria de los
casos [64]. La TLC también ha sido utilizada exitosamente para la purificacién rapida de AIA y

ha sido empleada ampliamente en el aislamiento de los conjugados de AIA [65].

Otra forma de cuantificacién es a través de HPLC, utilizando un detector de fluorescencia con
una columna C8 (4,6 x 150 mm, 5 um) y un gradiente de fase movil programado. El solvente A
consiste en una mezcla 2,5:97,5% (v/v) de acido acético:agua, a pH 3,8 (el pH se puede ajustar
con la adicién de una soluciéon 1 M de KOH) y el solvente B consiste de una mezcla 80:20%
(v/v) acetonitrilo:agua. La fase mdvil inicia con una relacién A:B de 80:20%, cambiando a
50:50%, 0:100% y 80:20% en el minuto 25, 31 y 33, respectivamente. El total del tiempo de

corrida es de 36 minutos. El flujo de la fase mévil debe ser de 1mLmin-., y el volumen de
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inyeccion de 20 pL. El detector debe ajustarse a una longitud de onda de excitacién y emision

de 280 y 350 nm, respectivamente [66].

La medicion de AIA también se puede realizar a través de HPLC con un detector UV, utilizando
una columna C18 en fase reversa. La fase movil puede ser 100% acetonitrilo, 90% metanol-
acido acético 0,3% o metanol 10% - acido acético 0,3 % con un flujo de 0,8 mLmin! y un

volumen de inyeccién de 20 pL. Para este método se debe ajustar el detector a 282 nm [67].

1.6 Produccion de AIA por G. diazotrophicus

De acuerdo a Fuentes et al., G. diazotrophicus es capaz de producir entre 0,14 y 2,42 ppm de
AlA en el medio de cultivo LGI-P (Tabla 1-4) con 10% de sacarosa y suplementado con 0,1%
de NH4Cl y 100 mgL-! de L-triptofano. Los cultivos se incubaron a 30°C, con una agitacion de
200 rpm y el medio fue ajustado a un pH de 6,0. Las mediciones del metabolito se realizaron

por HPLC [68].

Tabla 1-4. Composiciéon medio de sales LGI-P [36].

Reactivos Concentracion [gL1]
KH2PO4 0,180
KzHPO4 0,600
Na:Mo04. 2H20 0,002
MgS0.. 7H20 0,220
CaClz. 2H20 0,200
FeCls. 6H20 0,010

Madhaiyan, M. et al, reportan una producciéon de 2,25 ppm de AlA, usando como medio de
cultivo la formulacién LGI-P con 1% de sacarosa, 0,5% de jugo de cafia, 150 mgL! de
ciclohexamida, 50 mglL-! de extracto de levadura y 100 mgL-! de L-tript6fano. Cuando se
cambi6 la fuente de carbono por 1% de glucosa y dejando los demas componentes igual,
obtuvieron 1,35 ppm de AIA. Para los casos de 1% de sacarosa y 1% de glucosa pero en
ausencia de L-triptéfano, se obtuvieron menores cantidades de AIA, 0,72 y 0,5 ppm,
respectivamente. Los cultivos se incubaron a 30°C, con una agitacién de 150 rpm y el medio

fue ajustado a un pH de 6,5 [69].



38 Produccién de biofertilizante a partir de la fermentacién de vinazas azucareras por Gluconacetobacter
diazotrophicus.

Tabla 1-5. Resultados obtenidos por Patil N. et al. [70].

Parametro Valor Concentracion
de AIA (ppm)
pH 3,0 4,56
4,0 8,26
5,0 16,96
6,0 24,78
7,0 13,26
8,0 6,52
L-tript6fano 0,2 0,383
[gL1] 0,4 8,54
0,6 13,75
0,8 18,54
1,0 23,33
1,2 26,25
1,4 21,46
1,6 19,38

Patil N. et al., realizaron experimentos en medio de cultivo LGI-P enriquecido con 0,05gL-! de
extracto de levadura, 12% de sacarosa, 0,1% de NH4Cl y variando la concentracién de L-
triptéfano entre 0,2 y 1,6 gl-1 de L-triptéfano. Los cultivos se incubaron a 30°C, con una
agitacion de 200 rpm y el medio fue ajustado en un rango de pH entre 3 y 8. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 1-5. En los experimentos donde se realiz6 la variacion del
pH se mantuvo una concentracién constante de 0,5 gl.-1 de L-tript6fano y en los experimentos

con variacion de L-triptéfano se ajusté el pH del medio a 7 [70].

1.7 Vinazas

El aprovechamiento de residuos es clave en la actualidad ya que algunos se producen en
grandes cantidades y comuinmente generan diversos factores negativos como altos niveles de
contaminacién [71]. Por ejemplo, las vinazas son los residuos que se obtienen después de
destilar el mosto fermentado proveniente de la cana de azucar, piloncillo, uvas y diferentes
especies de agave. En este proceso se producen alrededor de 6 a 15 litros de vinazas por litro
de alcohol [72], [73]. Las vinazas contienen en términos generales altas cargas de sdlidos

disueltos y de materia organica (polimeros nitrogenados de color café, fenoles, etc.) gran parte
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de la cual es recalcitrante, cenizas y bajos pH (3-5) [9]. Su composicién varia
considerablemente de una destileria a otra dependiendo de factores como la materia prima
utilizada, el tipo de fermentacién y las operaciones de separacién utilizadas [74], [75]. Sin
embargo, como se observa en la Tabla 1-6 cuando se trata de una misma materia prima como
el caso de la cafia de azlcar, usando destilacién sencilla como método de separacion, se ha

encontrado que las composiciones no varian tanto.

La demanda bioquimica (DBO) y quimica de oxigeno (DQO), las cuales son un indice de su
caracter contaminante, se encuentran en un intervalo de 15.000-35.000 y 10.000-50.000 mg
0L, respectivamente [76]. Por tal motivo se hace atractivo el uso de vinazas como medio de
cultivo con el fin de lograr una bioconversion de los azicares residuales o acidos organicos
simples en productos de alto valor agregado y de esta manera disminuir la carga organica de

dichos residuos y por ende su toxicidad.

De acuerdo a Naspolini et al., las caracteristicas anteriormente mencionadas combinadas con
su alto volumen de produccion, hacen estrictamente necesario un tratamiento y disposicién
final adecuado [77]. La mayoria de gobiernos mundiales establecen limites de descarga a
acuiferos, en el caso de Colombia, la Resolucion 631 de 2015 estipula un limite maximo de
descarga de DBO y DQO en residuos liquidos agroindustriales en un rango de 50-400 y 150-

650 mg O,L-1, respectivamente.

Tabla 1-6. Composicion de las vinazas azucareras.

Parametro Vinazas
[78] [79] [80] Promedio
DQO (mg 0:1-1) — 48860 26.771 37.8155
DBO (mg 0:1-1) — 21.275 5000  13.137,5
CE (dSm-1) 3,6 9,65 11,5 8,25
SDT (mg L-1) — 19.000 11.352 15.176
pH 5,7 4,6 4,4 4,9
N (mgL-1) 560 — — 560
P(mgL-1) 190 175 — 182,5
K (mgL-1) 960 1.392 1123  1.158,33
Na (mg L) — 110 113 111,5
Ca (mg L) 280 728 352 453,33
Mg (mgL-) 130 29 16 58,33

-Conductividad eléctrica (CE), Sélidos disueltos totales (SDT).
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En Colombia, la aplicacién directa de las vinazas como fertilizante es el tratamiento mas comun
debido a su composicion (especialmente altas cantidades de potasio 2,056 mgL-1y fosfatos 190
mgL-1) y facil disposicion [81]. Esta alternativa es la mas facil y econdmica para el manejo de
este efluente [82], [83]. Lo anterior debido a que dicha tecnologia demanda una inversion
inicial minima, bajo costo de mantenimiento, no tiene complejidad tecnolédgica e incrementa el
rendimiento de los cultivos a corto plazo. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que nuevos
estudios han demostrado una serie de impactos ambientales adversos, tales como:
salinizacion, lixiviacién de nitratos, contaminaciéon de acuiferos e incluso agravar el

calentamiento global por desprendimiento de N0 [84]-[86].

1.7.1 Contexto global

El etanol es uno de los biocombustibles mas usado en el mundo. La produccidén global de etanol
para el afio 2018 fue de 108,64 billones de litros, siendo USA, Brasil y la Unién Europea los
principales productores [87]. Lo cual supone una produccién de aproximadamente 1.195,05 a

1.412,33 billones de litros de vinazas para el mismo afio.

La Tabla 1-7 muestra el volumen de etanol y vinazas generado por los mayores productores
en el mundo. Adicionalmente, la Figura 1-7 presenta el porcentaje de participacién promedio

en la produccion de vinazas en estos paises.

De acuerdo con Rau & Gomez, la producciéon de etanol en Colombia fue de 493 millones de
litros en el afio 2017, lo cual representa la generacién de 5.423 - 6.409 millones de litros de
vinazas. Esta cantidad representa menos del 0,01% con respecto a la produccién mundial. Sin
embargo, es un problema que afecta gravemente al pais debido a su continua acumulacién

[88].
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Tabla 1-7. Produccion de etanol y vinazas para el 2018 [87].

_ 60,94 670,39 - 792,28
_ 30,09 331,03 - 391,22
_ 5,41 59,54 - 70,37
_ 4,47 49,13 - 58,07
_ 1,82 19,99 - 23,62
_ 1,48 16,24 - 19,19
_ 1,25 13,74 - 16,24
_ 1,10 12,07 - 14,27
_ 2,09 22,90 - 27,06
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Figura 1-7. Porcentaje de participacién mundial en la produccion de vinazas [87].

= Resto del mundo

1.7.2 Problemas asociados con las vinazas

Las vinazas usualmente contienen altas cantidades de compuestos fenélicos (34 - 542 mglL1),
materia organica, carbohidratos, compuestos aromaticos y otros compuestos carbonados. De
Oliveira et al, reporta que la irrigacién con vinazas de cafa de azdcar en suelos de uso
agroindustrial triplica las emisiones de CO; bajo condiciones de inundacién (200 msha'?)
Adicionalmente, los mismos autores reportan que la adicién de vinazas al suelo también

genera un flux de CHs de -64,4 a 3,1 ugm-2h-! para el suelo control y de -42,0 a 44,3 pgm-2h-1
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en el suelo tratado con vinazas. La aplicacion anual de 46 kg de N ha-! en forma de vinazas
provee a la atmosfera emisiones de N20 en un rango de 0,31 a 0,52 kg ha-1 [89]. Carmo et al,
indican un incremento en la emisiones de COz CHs y N20 en cultivos de cafia de azucar

irrigados con vinazas en un total de 3.000 kg de CO; equivalente ha-lafio-1[90].

El contenido de sélidos volatiles totales es alto en las vinazas, con valores entre 79.000 y
82.222 mgL-1L. Si estos se aplican al suelo, provocan el incremento de nitratos (NO3-), amonio
(NH4*), potasio (K*), calcio (Caz*), magnesio (Mg?+), sodio (Na*) y otros metales que empiezan
a lixiviar hasta encontrar acuiferos subterraneos, lo cual en ultimas puede provocar la
contaminacién de grandes cuerpos de agua. Por lo tanto, las vinazas también promueven la

eutrofizacién y otros cambios indeseados en ecosistemas y su funcionamiento [91].

La eutrofizacion es el proceso a través del cual los lagos, corrientes o cuerpos de agua se
sobrecargan con exceso de nutrientes tales como nitrégeno y fésforo. Cuando la vida acuatica
empieza a morir, los microorganismos se alimentan de los restos como parte del proceso de
descomposicion y consecuentemente consumen el oxigeno disponible en el agua. Esto conlleva
a que el oxigeno disuelto sea cada vez menor para los peces y otros animales, obteniéndose

finalmente la sofocacion de la vida acuatica [92].
1.8 Cultivos de interés industrial en Colombia

El sector agroindustrial de Colombia es uno de los mercados internos mas fuertes del pais, y
en los ultimos afios ha venido incrementando la participaciéon de dicho mercado en los
procesos de exportacion. Entre los productos mas apetecidos por los ojos del mundo, ademas
del café y el banano que son los productos bandera, también se encuentran las frutas exoticas,

las hortalizas y las flores.

Para el 2016, Colombia tenfa una distribucion de tierra cultivable como lo muestra la Tabla
1-8. Siendo los mayores representantes los cultivos utilizados para la produccién de
plantaciones de interés agroindustrial como café, cacao, tabaco y cafia de azicar con un
porcentaje de participacion del 32,4%. El terreno destinado para el cultivo de hortalizas cubre

una superficie de 220.773 hectareas.
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Tabla 1-8. Distribucién de tierra cultivada en Colombia 2016 [93].

5.121.508
1.658.598
468.432
1.014.095
220.773
364.617

2.760

8.156
827.582
53.631

El mercado de flores es altamente apetecido especialmente por USA en todas las épocas del
afio. Sin embargo, en determinadas fechas especiales se hace realmente importante el nimero
de exportaciones. La superficie de tierras destinadas a la produccién de flores ornamentales

tales como agapantos, claveles, orquideas y girasoles corresponde a 8.156 hectareas [93].

Abad et al, realizaron un estudio acerca del efecto de diferentes auxinas sobre un cultivo de
tomate en condiciones de invernadero. Entre las auxinas estudiadas se encontraba el AlIAy a
través del estudio se corrobord su efecto positivo sobre el peso y las dimensiones de los frutos
recolectados [94]. Adicionalmente, Colla et al, usaron plantas de tomate para la evaluacién de
un preparado de enzimas con accién fitoestimulante argumentando la rapida obtencién de
frutos y su alta sensibilidad ante el uso de moléculas con capacidad hormonal [5], [95]. Para el
caso de plantas ornamentales, Serek et al, demostraron la influencia de algunos reguladores
del crecimiento naturales como las auxinas y artificiales como el acido naftiltalamico en los
procesos de senescencia asociados al tiempo post-cosecha en flores como boca de dragon y

gladiolos.

1.8.1 Tomate de mesa (Solanum lycopersicum)

Es la hortaliza mas importante en muchos paises del mundo. Su cultivo se ha difundido en
todos los continentes y representa una fuente importante de vitaminas y minerales para las

personas. Su fruto se destina principalmente en su estado fresco para el consumo, pero
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también sirve como materia prima para elaborar diversos derivados, como pastas, sopas,
deshidratados, entre otros. Si bien se cultiva tomate en mas de cien paises, tanto para consumo
fresco como para la industria, los diez principales productores concentran mas del 70% del
total mundial. Colombia ocupa el puesto 34 en la produccién mundial de tomate mostrando un
auge progresivo en el mercado internacional. En las Figura 1-8 y Figura 1-9 la se muestra la
informacién detallada en cuanto a superficie sembrada y produccion total de hortalizas en el
pais. Para el afio 2016, Colombia contaba con 8.906 hectareas cultivadas (4% del area total
cultivada para hortalizas) y un rendimiento promedio de 42,96 ton.ha'l, lo que equivale a un
total de 382.609 toneladas [93]. Esta produccién equivale al 18,1% de la produccién total de
hortalizas en el pais, por lo que se puede concluir que es un cultivo que requiere poca area

cultivada para producir grandes cantidades de fruto.

90.000

s 30.000

Figura 1-8. Area sembrada de hortalizas para el afio 2016 en Colombia [93].
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Figura 1-9. Produccién de hortalizas para el afio 2016 en Colombia [93].

1.8.2 Girasol (Helianthus annuus L.)

Es una planta muy polivalente y dependiendo del tipo y subespecie puede ser cultivada tanto
como planta ornamental para jardineria, como flor cortada, oleaginosa para la obtencién de
aceite (aceite de girasol) y como forrajera para la alimentacién del ganado [96]. La flor del
girasol es una inflorescencia en capitulo, es decir, un circulo formado por mintsculas flores
hermafroditas, rodeado por una hilera de llamativas flores estériles que sirven para atraer a
los insectos polinizadores. En sus tonos y combinaciones reside la belleza de sus numerosos
cultivares: ‘Velvet Queen’, de un aterciopelado bermellén con puntas anaranjadas; ‘Sonja’,
amarillo; ‘Ring of Fire’, rojo con puntas amarillas; ‘Indian Blanket’, rojo cereza, entre muchas
otras. Hay, ademas, variedades curiosas, como ‘Teddy Bear’, de flores como pompones de

pétalos amarillos muy finos y abundantes. Cada ejemplar proviene de una tnica flor [97].

El principal mercado del girasol, al ser una planta tipicamente oleaginosa, esta destinado a la
alimentacién humana y como planta forrajera. De hecho es una de las plantas herbaceas mas
cultivadas en el mundo para la extraccion de aceite para consumo humano. La superficie
cultivada de esta planta a nivel mundial ha ido en constante aumento en los ultimos afnos. El
girasol puede usarse también para producir biocombustible, que es una alternativa para

generar divisas en la agricultura [98].
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El mercado de semillas de girasol ornamental es totalmente diferente al mercado para el
consumo humano. Si analizamos el volumen total de ambos podemos decir que el ornamental
es muy bajo en comparacion. En este caso, mientras que en el mercado para el consumo
humano las empresas trabajan en la obtencién de nuevas variedades mas productivas,
resistentes y que puedan ser cultivadas en diferentes épocas del afio (variedades precoces y
tardias), en el ornamental se tiende mas a distribuir semillas aut6ctonas de unas zonas a otras

que llaman su atencién por la singularidad [97].
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2.Materiales, métodos y metodologia

Este capitulo describe los procedimientos experimentales desarrollados en esta tesis para
alcanzar los objetivos propuestos. Los ensayos experimentales consistieron en un grupo de
actividades en serie o parelelo que conllevaron a la produccién final de un biofertilizante a
partir de la fermentacion de vinazas azucareras como unica fuente de carbono utilizando G.
diazotrophicus como microorganismo productor de fitohormonas. Para cumplir este objetivo,
se adapté inicialmente el microorganismo en un medio de cultivo donde sélo habia vinazas
como sustrato acompaiado de ciertos minerales como suplementos para la fermentacion.
Debido a que el microorganismo se encontraba adaptado inicialmente a un medio rico en
sacarosa (100 gL1), se hace necesario un protocolo de adecuacién secuencial con el fin de

alcanzar la tolerancia del microorganismo al medio hostil que supone las vinazas azucareras.

Una de las caracteristicas fundamentales del biofertilizante es el contenido de AIA que produce
G. diazotrophicus. Por lo tanto, se hace indispensable elegir una técnica que permita la
cuantificacién de este metabolito. Debido a que la matriz, donde finalmente quedaba inmersa
la auxina, era compleja (mosto fermentado), se tuvo que proponer la adecuacién de una
metodologia simple, econémica y confiable para la cuantificacion de AIA en un medio de
vinazas fermentadas. Esta metodologia debe tener un buen nivel de confianza y ser menos
engorrosa de realizar y que requiera menos equipos robustos, comparado con la metodologia

clasica utilizada para la medicién de AIA como lo es la medicién por HPLC.

Después de alcanzar la adaptacion del microorganismo y adecuar la técnica de cuantificacion
de AIA, se plante¢ la evaluacion experimental de parametros que afectan la fermentacién con
el fin de encontrar las condiciones que maximicen la cantidad del biofertilizante a producir.
Con ayuda del estado del arte se lograron filtrar las variables que posiblemente afectarian de
forma positiva o negativa a la fermentacion. Después de esta revision, se propone el uso de un

disefio experimental simple para determinar cuales de esos factores (k) presentaban una



48 Produccién de biofertilizante a partir de la fermentacién de vinazas azucareras por Gluconacetobacter
diazotrophicus.

mayor influencia en la productividad del microorganismo. Posterior a esto, se desarrollé un
disefio experimental mas complejo (Box-Behnken) con el fin de obtener una matriz de
respuesta, utilizando los factores filtrados en el paso anterior. Después de obtener el modelo
estadistico, se encontraron los valores para los cuales se maximiza la produccién de AIA 'y con
esto la calidad del biofertilizante. Finalmente, el producto obtenido se implementd en los
cultivos de interés agroindustrial mencionados en las secciones 1.8.1 y 1.8.2 a escala

invernadero, con el fin de comprobar la eficacia del biofertilizante.

2.1 Adaptacion del microorganismo

2.1.1 Crecimiento en sacarosa

El microorganismo utilizado para este trabajo fue Gluconacetobacter diazotrophicus 49037D-
5, el cudl fue comprado a la coleccion ATCC. Inicialmente fue crecida en medio sélido con
sacarosa a 100 gL con el fin de obtener gran cantidad de biomasa para poder iniciar la
adaptacién. El medio de cultivo se suplementé con sales utilizando la formulacién LGI-P
propuesta por [36], la cual se muestra en la Tabla 2-1. Para este experimento el tiempo de

incubacién fue de 8 dias a una temperatura de 30°C.

Tabla 2-1. Composicion medio de sales LGI-P [36].

Reactivos Concentracion [gL1]
KH2PO4 0,180
Kz2HPO4 0,600
NazMoO4. 2H20 0,002
MgSO04. 7H20 0,220
CaClz. 2Hz0 0,200
FeCls. 6H20 0,010

La preparacion del medio se realiz6 a través de la mezcla de dos soluciones preparadas por
separado, solucion A y B. La solucién A consistio de una dilucidn de sacarosa en agua destilada
a 1.000 gL! previamente filtrada por un tamano de poro de 0,45 um con el fin de retener
cualquier posible contaminacion y fue ajustada a un pH de 6,5. Se evit6 el uso de autoclave para
contrarrestar la inversion de la sacarosa. La solucion B fue preparada en agua destilada usando

la cantidad de sales presentadas en la Tabla 2-1, se ajust6 a un pH de 6,5, fue suplementada
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con agar al 1,5% y después fue sometida a un ciclo de autoclave de 20 min a 121°C. Ambas
soluciones fueron mezcladas asépticamente dentro de una cabina de bioseguridad en una
proporcion de 10:90 de Ay B, respectivamente. Para la adecuacidn del pH de ambas soluciones

se us6 NaOH al 5%.

Después de esperar que la solucidn alcanzara un temperatura tolerable por las manos (40°C
aproximadamente) se procedié a servir 35 mL de medio en cada caja petri previamente
esterilizadas en un horno a 160°C durante 2 horas. Posteriormente se realiz6 la siembra por
estriado simple con ayuda de un asa desechable y se llevd a incubacién por 8 dias a una

temperatura de 30°C en una incubadora.

Para el crecimiento en medio liquido se utilizaron erlenmeyers de 500 mL que contenian
100 mL del medio de cultivo descrito anteriormente pero sin la adicion del agar. La
incubacién fue realizada a 30°C con una agitacion de 200 rpm en una incubadora de piso
agitado.

2.1.2 Adecuacion de las vinazas

Las vinazas fueron suministradas por el ingenio azucarero Mayagiiez ubicado en el Valle del
Cauca - Colombia. Dichos residuos tienen previamente un proceso de reduccién del volumen
del 50% por lo tanto son vinazas que se encuentran en una concentracion de 200%. El primer
pretratamiento que se aplicé al llegar al laboratorio fueron 3 centrifugaciones consecutivas a
6.000 rpm. Lo anterior con el fin de remover la mayor cantidad de s6lidos suspendidos. Debido
a que el pH inicial de las vinazas estaba en un rango de 4.5 a 5, se realiz6 una adecuacién a pH
6,0 con NaOH al 10%. El cambio de pH generé precipitaciéon de algunos componentes por lo

tanto se realizaron 2 centrifugaciones mas a 6.000 rpm.

Después de centrifugadas, se realiza la medicion de densidad con un densimetro y la
concentracion de solidos disueltos (°Brix) con un refractometro digital, los cuales se
encontraban enunrango de 1,03-1,04 gmL-1y 12-14 °Brix, respectivamente. Con el fin de tener
estandarizada la materia prima se elige ajustar dichos parametros con agua destilada a 1,03

gmlL-1y 12°Brix. Finalmente se llevan a almacenamiento a 4°C hasta su utilizacién.
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2.1.3 Crecimiento en vinazas

Se realiz6 el procedimiento para la preparaciéon de medios liquidos descrito en la seccién
2.1.1. Sin embargo, en este caso en lugar de usar sacarosa como fuente de carbono se usaron
vinazas al 5%. La biomasa obtenida después de 17 dias de incubacién a 30°C y una agitacion
de 150 rpm fue centrifugada y resuspendida en su totalidad en un medio fresco con 5% de
vinazas. El anterior procedimiento se repitié una vez mas alcanzando una concentracién de
biomasa relativamente alta que asegurd su crecimiento posterior en concentraciones
superiores de vinazas (20 y 50%) a 30°C, 150 rpm y un pH de 6. Para verificar la ausencia de
contaminacién se siembra una caja petri con una muestra tomada del tltimo ensayo y se lleva
a incubacidén durante 17 dias. A diferencia del pretratamiento (filtraciéon por membrana) de la
sacarosa y en vista de que la vinaza es un fluido con una alta concentraciéon de so6lidos en
suspension, se decide no usar filtracién a 0,45 um. En lugar de esto se realiza una esterilizacion
en autoclave durante 20 min a 121°C asumiendo el riesgo de tener posibles efectos adversos

en los azdcares presentes en la mezcla.

2.1.4 Preparacion de las muestras

Para el uso de técnicas espectrofotométricas se realiz6 una adecuacién de las muestras
tomadas del mosto fermentado. Se tomaron muestras de 2 mL y se centrifugaron durante 10
minutos a 10.000 rpm. Se separo6 el sobrenadante con ayuda de una micropipeta de 1.000uL
teniendo cuidado de no arrastrar el boton de biomasa o los sélidos precipitados de las vinazas.
Después se tom6 1 mL de dicho sobrenadante para la manipulacién y el mililitro restante de la
muestra fue almacenado a -80°C en un criocongelador como respaldo. Para el caso de las
muestras que se digirieron para andlisis por HPLC se les realizé adicionalmente dos

filtraciones por filtro de 0,22 pm.

2.1.5 Técnica de peso seco (PS)

La medicién del crecimiento de G. diazotrophicus se realizé utilizando la técnica de peso seco
[99], en la cual se secaron previamente los tubos eppendorf en un horno a 60°C durante 48
horas y se registré el peso inicial del eppendorf seco y vacio. Se tom6 una alicuota de 1 mL del
medio de cultivo previamente agitado vigorosamente, se llevé a centrifugacion durante 10

minutos a 10.000 rpm, se descartd el sobrenadante con una micropipeta de 1.000uL y se
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realizaron dos lavados consecutivos con 1 mL agua destilada cada uno. El bot6n de biomasa
obtenido después del segundo lavado se sometié a secado en un horno a 60°C por 48 horas o
hasta peso constante. Las muestras fueron llevadas al desecador durante 5 minutos antes de
registrar su peso. La toma de datos se realizé por duplicado para todas las concentraciones de

vinazas. En esta etapa se tomaron muestras cada 24 horas durante 17 dias.

2.1.6 Técnica de DNS

Para la preparacién de 100 mL de reactivo DNS, se utilizaron 1,64 g de hidréxido de sodio, 30
g de tartrato de sodio y potasio y 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Inicialmente se diluyé
el hidréxido de sodio en 20 mL de agua destilada (solucién A). El tartrato de sodio y potasio se
diluyé en 60 mL de agua destilada con agitacién constante (solucién B). Las soluciones Ay B
fueron mezcladas y se llevaron a calentamiento sobre una placa calefactora. Cuando la solucién
alcanz6 una temperatura de 40°C se empez6 a afadir progresivamente el reactivo DNS.
Después de alcanzar una solucién homogénea se aforé a 100 mL en un balén volumétrico. La

solucion fue almacenada a 4°C en un frasco &mbar para protegerlo de la luz.

Para este método se realizd una curva de calibracion con el fin de cuantificar los aztcares
reductores. Se prepararon soluciones patrén a 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 gL-t utilizando como
solucion patron glucosa anhidra a 4 gl.-1. Seguido de esto, se tomaron 0,5 mL de cada una de
las soluciones patrén previamente preparadas y se les adicionaron 0,5 mL de reactivo DNS. La
mezcla se agité vigorosamente por 30 segundos y se llevé a calentamiento en bafio maria
durante 5 minutos. Cumplido este tiempo, las muestras se transfirieron a un bafio de hielo
durante 2 minutos para detener la reaccion entre el DNS y los azticares. Después de esto se le
agregaron 5 mL de agua destilada a cada tubo, se agitaron vigorosamente y fueron llevadas a
incubacién en oscuridad por 15 minutos. Finalmente, se registra el valor de la absorbancia de
dichas soluciones a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotometro (Thermo

Scientific - Genesys 20).

La informacion obtenida fue graficada y se le realizé un ajuste lineal. La ecuacién de la curva
obtenida correlaciona las absorbancias con la concentracion de azicares reductores totales
(ART). Por lo tanto, bastara con conocer la absorbancia de una muestra problema para saber

la concentraciéon de ART.
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Para el caso de la muestra problema se tomd un mililitro preparado como se indicé en la
seccion 2.1.4 y se aplic6 el procedimiento utilizado con la curva de calibracidn previamente
descrito. En algunos casos se tuvo que realizar diluciones 1:10 con el fin de que la

concentracion de ART no sobrepasara el rango de la curva de calibracién.

2.2 Adecuacion de la técnica de medicion de AIA

Uno de los objetivos de esta tesis consiste en la adaptacién de una metodologia simple,
econdmica y confiable para cuantificar el contenido de AIA producido por G. diazotrophicus.
Debido a que el mosto fermentado es una mezcla compleja se hace inviable el uso del método
colorimétrico convencional de Salkowski. Ademas, el uso de las técnicas de cromatografia ya
sea TLC o HPLC son por lo regular costosas, demandan el uso de equipos o solventes especiales
y requieren que la muestra este lo mas pura posible. Por estas razones se realiz6 la
modificacion de la técnica convencional de Salkowski, obteniendo resultados que se

compararon con mediciones realizadas por HPLC para verificar su validez.

2.2.1 Método convencional de SalkowskKi [63]

Al tratarse de una técnica espectrofotométrica, se realizd una curva de calibracién para la
cuantificacion de AIA. Para la construccion de dicha curva se tomaron 4 mg de AIA (Alfa Aesar,
98%) y se disolvieron en 50 mL del medio de cultivo con vinazas sin microorganismos;
después se realizaron diluciones 1:2 consecutivas hasta obtener una serie de concentraciones
desde 40 hasta 5 ppm de AIA. El blanco consistié inicamente de medio de cultivo con vinazas,
antes de realizar la inoculacién del microorganismo. Luego de realizar las diluciones, se tomé
1 mL de cada una de las soluciones previamente preparadas, incluyendo el blanco y se afiadié
1 ml del reactivo de Salkowski. Después de incubar por 30 minutos para que se completara la
reaccion, se midi6 su absorbancia con un espectrofotémetro (Thermo Scientific - Genesys 20)

a una longitud de onda de 530nm. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

La informacion obtenida fue graficada y se le realizé un ajuste lineal. La ecuacién de la curva
obtenida correlaciona las absorbancias con la concentracion de AlA. Por lo tanto, bastara con

conocer la absorbancia de una muestra problema para saber la concentracién de AIA presente.
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Para el caso de la muestra problema se tomé el mililitro preparado como se indic6 en la
seccion 2.1.4 y se aplicé el procedimiento utilizado con la curva de calibracion previamente

descrito.

La preparacion de éste reactivo es relativamente sencilla, sin embargo se realizé bajo cabina
de extraccion debido a la liberacion de vapores corrosivos. Este reactivo consiste en la mezcla
de dos soluciones Ay B, en la primera se disolvieron 2,4 g de FeCls en 25 mL de agua destilada,
se mezclé vigorosamente para evitar la presencia de precipitados. La solucién B consistié de
la dilucién en un bafio de hielo de 87,78 mL de acido sulfirico con 100 mL de agua destilada.
Finalmente se mezclaron con cuidado las soluciones A y B en un balén volumétrico de 200 mL
y se llevaron a aforo con agua destilada. La solucion fue almacenada a 4°C en un frasco &mbar

para protegerlo de la luz.

2.2.2 Técnica modificada de Salkowski

La preparacion de las soluciones para la curva de calibraciéon se realiza de la misma forma
descrita en la seccidon 2.2.1. Luego de realizar las diluciones se prosiguié de dos maneras

diferentes:

e Se tomaron 0,5 mL de cada una de las soluciones preparadas previamente, incluyendo el
blanco y la muestra problema, se afiadieron 0,5 mL de agua y 1 ml del reactivo de
Salkowski. Después de incubar por 30 minutos para que se completara la reaccion, se
afiadié 1 mL de agua adicional, se agitaron vigorosamente en un vortex y se registré su
absorbancia con un espectrofotémetro (Thermo Scientific - Genesys 20) a una longitud de

onda de 530nm. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

e Se tomaron 0,5 mL de cada una de las soluciones preparadas previamente, incluyendo el
blanco y la muestra problema, se afiadieron 0,5 mL de agua y 2 ml del reactivo de
Salkowski. Después de incubar por 30 minutos para que se completara la reaccion, se
afiadieron 2 mL de agua adicional, se agitaron vigorosamente en un vortex y se registré su
absorbancia con un espectrofotometro (Thermo Scientific - Genesys 20) a una longitud de

onda de 530nm. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.
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2.2.3 Cuantificacion de AIA por HPLC [67]

La medicion de AIA a través de HPLC (Shimadzu - Prominence) se realizé usando un detector
de arreglo de diodos (DAD), utilizando una columna C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um) en fase
reversa. La fase mdvil estaba compuesta por 75% acetonitrilo: 15% agua con un flujo de 0,8
mLmin-! y un volumen de inyeccion de 20 uL. Para este método se ajustoé el detector a 280 nm

y la temperatura y el tiempo de corrida fueron de 30°C y 5 minutos.

Previamente se realizé una curva de calibracién donde se estipularon 5 niveles (5, 10, 20,40y
60 ppm de AIA), los cuales se prepararon en medio de cultivo con vinazas sin inocular
previamente filtrado 2 veces por un filtro de 0,22 um. El medio de cultivo fue sometido a

ultrasonido durante 15 minutos con el fin de desgasificarlo.

2.3 Evaluacion experimental produccion de biofertilizante

A través de esta evaluacion experimental se encontraron los parametros de fermentacién que
maximizan la produccién y calidad del biofertilizante. Para iniciar este estudio se uso la
informacién recolectada en el estado del arte con el fin de filtrar las condiciones de
fermentacion que posiblemente afectarian el proceso. Después de escoger dichos parametros,
se realizé un disefio experimental simple para determinar cuales de esos factores (k)

presentan una mayor influencia en la produccién de AIA.

Los factores (k) que presentaron mayor influencia fueron sometidos a un disefo experimental
de Box-Behnken para obtener una superficie de respuesta. Finalmente, a través del modelo
estadistico se encontraron los parametros que maximizan la produccién de AIA y con esto la

calidad del biofertilizante.

2.3.1 Diseiio experimental simple (DES)

El seguimiento de la produccién de biomasa se realizé a través de tres técnicas, dos de ellas
indirectas y una directa. En el caso de las variables indirectas se us6 la técnica de peso seco
(PS) descrita en la secciéon 2.1.5 y la medicion de densidad éptica (DO) presentada en la
seccion 2.3.1.1, Para el caso de la medicién de biomasa de forma directa se usé la metodologia
de conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) como aparece en la secciéon 2.3.1.2.

Para la medicion de AIA se utilizé tinicamente la técnica modificada de Salkowski descrita en
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la seccion 2.2.2. Adicionalmente se realizé un perfil de consumo a través de HPLC de los
diferentes sustratos que pudo haber utilizado el microorganismo durante la fermentacion, este

procedimiento se describe en la seccién 2.3.1.3.

En la Tabla 2-2 se muestra el disefio experimental simple propuesto para la evaluacién de la
influencia de los factores previamente elegidos. Para la evaluacién de la influencia de la
agitacion, el pH y la concentraciéon de vinazas, los experimentos se llevaron a cabo en
erlenmeyers de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo. En el caso de la variacién de la

aireacion se realiz6 en un biorreactor de 1 L (Biocanvas LF, Centrion).

Tabla 2-2. Diseflo experimental simple (DES).

Experimento Aireacion Agitaciéon pH Concentracion de
K1 (Lmin1) K2 (rpm) K3 Vinazas K4 (%)
Control = 150 6,0 20
1* 2,0 150 6,0 20
2 - 75 6,0 20
3 - 150 9,0 20
4 - 150 6,0 50

* Experimento realizado en biorreactor de 1 L.

2.3.1.1 Densidad 6ptica (DO)

El seguimiento del crecimiento de G. diazotrophicus también se realiz6 a través de la medicion
de DO, en la cual se tomé una alicuota de 1 mL del medio de cultivo previamente agitado
vigorosamente, se llevé a centrifugacion durante 10 minutos a 10.000 rpm, se descarto el
sobrenadante con una micropipeta de 1000uL y el botdn de biomasa fue lavado 2 veces con
agua destilada por medio de resuspensién y centrifugacion consecutiva. Después de este
procedimiento se descarta el agua del segundo lavado y se resuspende el boton de biomasa en
1 mL de agua destilada. Las muestras fueron depositadas en una celda para espectrofotometria
y se registrd su absorbancia a una longitud de onda 600 nm. La toma de datos se realiz6 por
duplicado. En los casos donde la absorbancia sobre pasaba la unidad (1,000) se realizaron

diluciones para obtener un dato mas acertado en el seguimiento.
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2.3.1.2 Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Otra forma de medir el crecimiento celular fue a través del conteo directo de colonias, el cual
aporta informacién de la cantidad de microorganismos viables por unidad de volumen en un
tiempo determinado. Para el desarrollo de esta técnica se tom6 1 mL de medio fermentado con
una micropipeta de 1.000uL y se realizaron diluciones seriadas 1:10 desde 10-1 hasta 10-7 en
solucién salina similares a la composiciéon del medio LGI-P para reducir el estrés osmético.
Después se tomaron 100 pL de las ultimas tres diluciones (10-5, 10-¢ y 10-7) y se depositaron
en cajas Petri con 35 mL de medio preparado de la misma manera que se describié en la
seccion 2.1.1, con vinazas al 20% como fuente de carbono. Posteriormente, se realizé el
esparcimiento con perlas de vidrio estériles y se llevaron a incubacién por 8 dias a una
temperatura de 30°C en una incubadora. Las muestras se tomaron cada 24 horas durante 17

dias. Este procedimiento solo se realiz6 una sola vez para el experimento control.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion, se realizo6 el conteo de colonias en aquellas
cajas donde la cantidad fuera mayor a 30 y menor que 300. Finalmente, se aplico el factor de
concentracion correspondiente para conocer la concentraciéon en CelmL-l. Para todos los

tiempos estudiados se realizo el procedimiento por duplicado.

2.3.1.3 Perfil de consumo de sustratos por HPLC

Con el fin de ampliar el estudio de consumo de sustratos distintos a los detectables por el
método de DNS, se realiz6 la medicion de 8 compuestos entre polioles, azticares y acidos (acido
lactico, glucosa, maltosa, manitol, manosa, sorbitol, sacarosa y xilosa) utilizando la técnica de
HPLC (ELITE La Chrom). Las mediciones se realizaron en los dias 0, 9 y 21. Para la deteccién
de los compuestos se utilizé un detector de indice de refracciéon (RID) y una columna CHO-
782Pb (300mm x 7,8mm- Aminex BioRab). El horno de la columna y el RID fueron mantenidos
a 80 y 45°C, respectivamente. La velocidad de flujo para la fase mévil se fijé a 0,6 mLmin-! y

consistio en 100% agua Tipo L.

2.3.2 Disefio experimental Box-Behnken

Se eligi6 un disefio Box-Behnken completamente aleatorio con el fin de obtener una superficie

de respuesta. El primer paso para desarrollar este diseno fue la eleccién de los factores (k) y
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los niveles, correspondientes a los valores maximos (+) y minimos (-) que puede tomar la
variable. Como resultado de la seccion 2.3.1 se eligieron como factores claves para la
optimizacidn: el flujo de aireacién y el pH. Los pardmetros de temperatura y agitacion se fijaron
a 30°C y 150 rpm de acuerdo a los valores reportados como 6ptimos con mayor frecuencia
mostrados en la seccion 1.6. La concentracién de vinazas se estipuld en un valor de 20%
debido a los resultados obtenidos en el DES y a su toxicidad sobre los cultivos como se
mostrard mas adelante en la seccion 2.4.1. Como variable dependiente se estipuld la
concentracion final de AIA debido a que es la caracteristica que mejorara la calidad del

biofertilizante.

La Tabla 2-3 muestra los factores y niveles utilizados en esta tesis. El nimero total de
experimentos fue de 13, los cuales estudian combinaciones estratégicas de variables. La matriz

modelo de los experimentos para un disefio del tipo Box-Behnken se muestra en la Tabla 2-4.

Tabla 2-3. Factores y niveles del disefio experimental Box-Behnken.
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Tabla 2-4. Modelo Box-Behnken para dos factores y dos niveles.
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Los valores de 0 en la Tabla 2-4 corresponden al promedio aritmético entre los dos niveles
para el factor correspondiente y los valores de 1,414 y -1,414 corresponden a la relacién
utilizada para calcular valores externos axiales que ampliaron el rango de la superficie de
respuesta. El desarrollo de este disefio experimental se llevd a cabo a escala laboratorio en un
biorreactor de 5 L (Biocanvas LF, Centrion). Para la medicion de AIA se utiliz6é inicamente la

técnica modificada de Salkowski descrita en la seccion 2.2.2.

De acuerdo a la informacién mostrada en la Tabla 2-3 y Tabla 2-4 y reemplazando los valores
correspondientes se obtiene la Tabla 2-5, donde se resume todo el plan de experimentaciéon

incluyendo el orden aleatorio en el que se realizaron los experimentos.

Tabla 2-5. Plan experimental Box-Behnken.
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2.3.3 Analisis estadistico

Se usé un analisis de estadistica descriptiva para el manejo de los datos obtenidos en todos los
pardmetros que se siguieron en la fermentacion, tanto cuantificacién de biomasa como de
producto. Los analisis de estadistica basica se realizaron en el software Microsoft Excel ®. Para
la generacidn de la matriz de respuesta y sus correspondientes andlisis estadisticos se utilizé

el software Minitab ®.
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2.4 Implementacion del biofertilizante a escala invernadero

Las plantas elegidas para la implementacién del biofertilizante a escala invernadero fueron el
tomate de mesa y el girasol ornamental. Los factores que determinaron esta eleccion fueron
principalmente la importancia en el mercado colombiano mostrado en la seccién 1.8, el
tiempo de cultivo relativamente corto (entre 3 y 4 meses) y la influencia de la fitohormona en
los procesos de floracion y fructificacién [100]. Inicialmente se decide evaluar el efecto de la
irrigacion directa de vinazas a 20 y 50% sobre las plantas. Este analisis se realiz6 solo con
plantas de tomate debido a que son mas delicadas que el girasol y por tanto serviran de punto
de partida para la extrapolacion sobre otros cultivos (Seccién 2.4.1) [101]. En las secciones
2.4.2 y 2.4.3 se realizan las pruebas de invernadero (tomate) y plena exposicién (girasol) con
la irrigacién del biofertilizante producido y se plantea una comparacién con la fertilizacion
agroquimica convencional. Ademas, surge la necesidad de un experimento control irrigado
Unicamente con agua y la implementacion de un fertilizante conjunto entre el biofertilizante y

el agroquimico comercial con el fin de analizar el efecto de la combinacién sobre las plantas.

El terreno utilizado para la siembra del tomate de mesa (Solanum lycopersicum) y el girasol
ornamental (Helianthus annuus L.) estd localizado en la ciudad de Manizales en las
instalaciones del SENA regional Caldas en las coordenadas: latitud 5° 1’ 58,1” N y longitud 75°
26’ 57,2” 0, con una altura de 2300 m.s.n.m. El clima aqui es suave, generalmente calido y
templado. De acuerdo con Képpen y Geiger se clasifica como Cfb (clima oceanico - himedo de
montafia) [102]. La temperatura promedio es de 16.4 °C y la precipitaciéon pluvial es de 1878
mm al afo. El suelo utilizado es derivado de cenizas volcanicas, tiene caracteristica friable
flexible, presenta una capa arable media (aprox. 30 cm), su consistencia corresponde a un

suelo franco limoso, es un suelo acido de nivel freatico alto y con topografia plana [103].

2.4.1 Toxicidad de las vinazas y evaluacion del potencial del

producto obtenido como biofertilizante

Las semillas utilizadas fueron compradas en la casa comercial Saenz Fety® y se us6 tomate
variedad Santa Clara. En total se realizaron 5 tipos de experimentos, de los cuales uno
corresponde al Control (C) o punto de referencia, en el cual se siembran las plantas
directamente en la tierra y solo se irriga con agua potable. Los 4 experimentos restantes

consisten en las plantas irrigadas ya sea con vinazas sin inocular (V-) o irrigadas con vinazas
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incubadas 17 dias con G. diazotrophicus (V+). En ambos casos se realizaron dos

concentraciones distintas de vinazas (20 y 50%).

Con el fin de obtener resultados estadisticamente confiables y previendo las posibles
adversidades en el cultivo al realizarse bajo condiciones no controladas, se eligié una
poblaciéon de 30 plantas por cada tratamiento (150 en total). Ademas, se tuvo en cuenta el
porcentaje de germinacion reportado en la etiqueta de las semillas (85%) al momento de

definir el nimero de semillas requeridas para este estudio.

Acorde a la informacién anterior, se sembraron 200 plantulas en un alméacigo (200 celdas de
4x4 cm) previamente preparado con turba himeda. La etapa del almacigo se realiza con el fin
de que el paso a campo no sea tan agresivo, en esta fase se dio una gran formacién de raices,
se llevé a cabo a plena exposicion durante 15 dias a temperatura ambiente (22°C dia y 18°C
noche). Finalmente se realiz6 el trasplante a campo directamente sobre el suelo sin ningin
tratamiento quimico (con fertilizantes o pesticidas), o biolégico (compost o algin otro abono
organico). Ademas, cabe aclarar que el terreno tampoco fue esterilizado, sino simplemente fue
adecuado a través de desmalezado y arado de la tierra con el fin de homogenizar los
componentes presentes en dicho suelo. Esta fue la etapa final y tuvo una duracién para este

estudio de 70 dias.

La primera aplicacion de las respectivas soluciones (V+ o V-) se hizo 7 dias después del
trasplante a campo y después se realizaron 8 sesiones de aplicacion cada 7 dias. La relacién
volumétrica de preparacion de V- y V+ fue de 1:50 con agua potable. El flujo de fertilizacion
utilizado para todos los tratamientos fue de 150 m3ha! segtin lo recomendado para este tipo
de irrigacion por el técnico en produccién de hortalizas bajo ambientes controlados del SENA

regional Caldas.

El tiempo estipulado de estudio fue de 85 dias correspondientes a 15 dias en el almacigo y 70
dias en campo, periodo en el cual ocurrié la etapa de floracién de las plantas de tomate. Se
midieron 3 caracteristicas de crecimiento desde que las plantulas se trasplantaron al almacigo
hasta finalizado el periodo de estudio. La elecciéon de estos tres parametros se hizo con base a
la accion del AIA comprobada en estudios previos mostrados en la seccién 1.8. La longitud de
los tallos fue la variable fundamental en el estudio y se realizé con ayuda de un flexdmetro,
tomando las medidas desde la base de la planta poniendo el instrumento de medicion

perpendicular el suelo; dicha medicién se hizo cada 7 dias. En las semanas 3, 6 y 10 se realizé
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el conteo del nimero de hojas por simple inspeccién y las dimensiones de éstas fueron

realizadas con regla, completando asi el conjunto de variables de respuesta en el experimento.

Se us6 un test t para medias de dos muestras con el fin de identificar los efectos significativos
de los tratamientos aplicados a las plantulas con respecto al control (C), usando un nivel de

significancia p < 0.05.

2.4.2 Cultivo de tomate de mesa (Solanum lycopersicum)

Para asegurar un estudio robusto estadisticamente, se eligié una poblacién de 25 plantas por
cada tratamiento (ambiente controlado). Ademads, se tuvo en cuenta el porcentaje de
germinacion reportado en la etiqueta de las semillas (85%) al momento de definir el nimero

de semillas requeridas para este estudio.

Acorde a la informacion anterior, se sembraron 150 semillas de tomate compradas en la casa
comercial Saenz Fety ® de la variedad Santa Clara. Para la primera fase conocida como
germinacion o brote de las semillas se usé un material sé6lido llamado turba con el fin de
brindar las condiciones adecuadas a las plantulas germinantes por su baja densidad aparente

(0,05-0,15 gmL-1) y su alta capacidad de retencion de agua.

La germinacidn se realiz6 en 1 alméacigo de 200 celdas de 4 cm x 4 cm previamente preparados
con turba humeda durante 15 dias a temperatura ambiente. El trasplante a campo se realiz6
directamente sobre el suelo sin ningin tratamiento quimico (fertilizante o pesticida), ni
biolégico (compost o algin otro abono organico). El terreno no fue esterilizado, simplemente
fue adecuado a través de desmalezado y arado de la tierra con el fin de homogenizar los
componentes presentes en dicho suelo y mejorar el desarrollo raizal. Esta fue la etapa final y

tuvo una duracidén para este estudio de 90 dias.

En total se realizaron 4 surcos de siembra cada uno con 25 plantas, las cuales estaban ubicadas
dentro de un invernadero con cubierta plastica con el fin de controlar el flujo de agua a un valor
de 1500 m3ha-! por medio de un sistema de riego de goteo. La distancia entre los surcos y el
invernadero fue de 50 cm, cada surco estaba a 1,5 metros de distancia y las plantas estaban
distanciadas 40 cm entre ellas como lo muestra la Figura 2-1. Por lo tanto la densidad de

siembra fue de aproximadamente 3 plantas por metro cuadrado.



62 Produccién de biofertilizante a partir de la fermentacién de vinazas azucareras por Gluconacetobacter
diazotrophicus.

0,5m| |0A-m| 0.5m

g m

1m [:3

1,5m

D,5m|

10,6 m

Figura 2-1. Esquema de siembra para el cultivo de tomate de mesa.

Uno de los surcos correspondié al Control (C) o punto de referencia en el cual solo hubo
irrigaciéon con agua. Los 3 surcos restantes se distribuyeron de la siguiente manera: surco
irrigado con biofertilizante ajustado a 110 ppm de AIA (BF), surco irrigado con fertilizante
comercial Crecifol® (FC) y el ultimo surco fue irrigado con un mezcla 1:1 de biofertilizante y

fertilizante comercial (M1).

2.4.3 Cultivo de girasol ornamental (Helianthus annuus L.)

El girasol es una planta que requiere de menos espacio que el tomate, por lo tanto, se eligié
una poblacién de 100 plantas por cada tratamiento. Ademas, se tuvo en cuenta el porcentaje
de germinacion reportado en la etiqueta de las semillas (80%) al momento de definir el

numero de semillas requeridas para este estudio.

Se sembraron 500 semillas de girasol ornamental comercial. Para la primera fase conocida
como germinacion o brote de las semillas se realizo a través de 4 almacigos de 200 celdas de 4

cm x 4 cm de la misma manera planteada para el tomate en la seccion 2.4.2.

En total se realizaron 4 parcelas de siembra cada una con 100 plantas, las cuales estaban
ubicadas en campo abierto sin control del flujo de agua. La distancia entre parcelas fue de 50
cm y las parcelas estaban distribuidas en 5 surcos de 20 plantas distanciadas 20 cm entre ellas
como lo muestra la Figura 2-2. Por lo tanto, la densidad de siembra fue de 25 plantas por

metro cuadrado.
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Figura 2-2. Esquema de siembra para el cultivo de girasol ornamental.

Una de las parcelas correspondié al Control (C) o punto de referencia en la cual no se usé
ninglin mecanismo de fertilizacion. Las 3 parcelas restantes se distribuyeron de la siguiente
manera: parcela irrigada con biofertilizante ajustado a 110 ppm de AIA (BF), parcela irrigada
con fertilizante comercial Crecifol® (FC) y la ultima parcela fue irrigada con un mezcla 1:1 de

biofertilizante y fertilizante comercial (M1).

2.4.4 Aplicacion del biofertilizante, fertilizante comercial y la mezcla

Para la aplicacion del biofertilizante se usaron los mostos recolectados durante la fase de
evaluacion de la produccién del biofertilizante descrito en la seccion 2.3. Previo a la
distribucién en campo, se mezclaron los volimenes recolectados en todas las fermentaciones
realizadas en el estudio y se obtuvo una mezcla con una concentracién de 110 ppm de AlA.

La aplicacion del biofertilizante fue foliar y se realiz6 manualmente en forma de spray en
atomizadores de 5 L en el caso de las plantas de girasol y por goteo para las plantulas de
tomate. La primera aplicacion de las respectivas soluciones (Biofertilizante (BF), Fertilizante
Comercial (FC) o Mezcla (M1)) se hizo 10 dias después del trasplante a campo y después se
realizaron 4 sesiones de aplicacidn cada 10 dias, similar al trabajo realizado por Colla G., et al.
[95]. La relacion volumétrica de preparacion del FC fue de 25:10.000, en el caso del BF fue de
1:200 basado en la relacién usada por Colla G., et al. y para el caso de M1 se prepararon ambos
fertilizantes con la relacién anteriormente mencionada y luego se mezclaron en relacion 1:1
[95]. El flujo de fertilizacion utilizado para todos los tratamientos fue de 150 m3hal. La
frecuencia de fertilizacion se realiz6 cada 10 dias con el fin de analizar la influencia progresiva
del uso de cada solucién acorde a las referencias [86] y [91]. A pesar de que en el empaque del

fertilizante comercial solo se sugerian 3 aplicaciones, la concentracidn usada en el estudio fue
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reajustada para poder implementar la frecuencia de fertilizacién propuesta evitando el riesgo

de sobredosis.

2.4.5 Seguimiento del crecimiento de las plantas

2.4.5.1 Tomate de mesa

Con el fin de comparar el efecto de las tres soluciones fertilizantes se midieron algunas
caracteristicas de crecimiento desde que las plantulas se trasplantaron a campo hasta

finalizados los 90 dias del estudio.

La longitud de los tallos: se midié cada 30 dias con ayuda de un flexdmetro en todas las
plantas del cultivo. La medicion se hizo desde la base de la planta con una cinta no elastica

debido a la forma enredada en que el tomate se empez6 a erguir.

El peso seco: se midid en los dias 0, 45 y 90 en tres partes de la planta por separado: hojas,
tallo y raiz. La recoleccion de la muestra fue completamente aleatoria, se trasladé la planta
completa hasta el laboratorio y con ayuda de un bisturi se cortaron las partes de la planta.
Previamente se ingresaron bandejas de aluminio en un horno a 60°C durante 48 horas y se
registraron los pesos iniciales de éstas (secas y vacias). Se tom6 cada fraccion de la planta y se
realizaron dos lavados consecutivos con agua destilada con el fin de remover impurezas de
campo. Las bandejas cargadas con las partes de la planta fueron sometidas a secado en un
horno a 60°C por 7 dias o hasta peso constante. Las muestras fueron llevadas al desecador
durante 15 minutos antes de registrar su peso. La toma de datos se realiz6 por triplicado para

todos los tratamientos.

El conteo de frutos y sus dimensiones: se realizo una tinica vez después de finalizados los
90 dias de estudio, el nimero de frutos fue por simple inspeccidn, su didmetro se midié con

ayuda de un flexdmetro y su peso se registr6 con ayuda de una balanza.

2.4.5.2 Girasol ornamental

Para evaluar la influencia de las tres formas de fertilizacién sobre un cultivo floral se realiz6 la

medicion de los parametros mas relevantes en este mercado.
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La longitud y el perimetro de los tallos: se midieron con ayuda de un flexémetro en 20
plantas aleatorias cada 15 dias en el periodo de crecimiento activo comprendido entre los dias

0y 45.

El peso seco: se midi6 en los dias 0, 45 y 90 Unicamente al total de la planta. Este
procedimiento se hizo por duplicado y a las mismas condiciones de temperatura de secado del

procedimiento aplicado a la biomasa descrito en la seccion 2.1.5 hasta peso constante.

El nimero de flores y sus dimensiones: el conteo se realizé por simple inspeccion y el
didmetro externo de la flor se midi6 con ayuda de un flexémetro. Estas mediciones se
realizaron cada 7 dias después de los 71 dias del trasplante debido a que en este dia apareci6

la primera flor en todo el cultivo.

Estudio de dias en florero: después de cosechadas las flores se trasladaron a un recipiente
con agua potable en un recinto cerrado con buena iluminacién natural a temperatura ambiente
(22°C dia y 18°C noche). Para este estudio se realizaron 5 ensayos y se registrd el nimero de
dias que tardd la flor en perder la calidad de florero. Regularmente el conjunto de parametros
que define la calidad de florero son la pérdida y decoloracion o cambios de color indeseados
en los pétalos y la inclinacién gradual del capitulo de la flor, los cuales son consecuencia del

grado de marchitamiento de la planta.

2.4.5.3 Analisis estadistico

Para los datos obtenidos en el seguimiento de las plantulas se usé un test t para medias de dos
muestras con el fin de identificar los efectos significativos de los tratamientos aplicados a las
diferentes parcelas con respecto al control (C), usando un nivel de significancia p < 0.05 a

través del software Microsoft Excel ®.

2.5 Analisis marginal de costos

Con el fin de realizar una aproximacion de la rentabilidad de la produccién del biofertilizante
con respecto a la produccién del agroquimico utilizado en el estudio (Crecifol ®), se plantea
un andlisis marginal de costos teniendo en cuenta los costos de insumos y de operacién para

la produccién de 1 litro de biofertilizante.
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Inicialmente se calcula la cantidad necesaria de sales correspondientes al medio LGI-P
mostrado en la secciéon 2.1.1 para la fermentacion de 1 litro de vinazas. Después de tener
dichas cantidades se consulto los precios de venta de estos reactivos en el mercado colombiano
para obtener el valor asociado a insumos. Con respecto al calculo de insumos de la produccién
del fertilizante quimico, basté con conocer la cantidad de sales que se reporta en la etiqueta

del producto y multiplicarla por el precio de venta de dichos reactivos.

Adicionalmente, para el proceso de producciéon de biofertilizante se calcularon los costos
asociados a operacién, siendo los mas significativos el consumo de potencia por calentamiento,
agitacion y aireacién. Para el calculo de estos costos se debe conocer la potencia requerida por

el proceso en la escala utilizada en este estudio, asi:

e (Calentamiento: se realiza un balance de energia en el fluido de servicio (agua), con el
fin de conocer la potencia que se requiere transferir para alcanzar la temperatura de
30°C de la fermentacion. Se tomé 18°C como la temperatura inicial del medio de

cultivo. El calculo se realizé usando la Ec. 1.

. Kg ) Kj °
Ec.1 Q [K]] =m [T] * Cpagua [ﬁ] * AT[ C]
Donde, m es el flujo masico del fluido de servicio (1,2L/min), Cpyguq €s el calor
especifico del agua (4,18Kj/Kg°C) y AT es el cambio de temperatura (30 - 18) °C. Para

poder utilizar el caudal en forma de flujo masico se asume la densidad del agua como
1 Kg/L.

Después de calcular la potencia, se obtiene el valor de kW-h multiplicando este valor
por el tiempo en horas que se demora el medio de cultivo en alcanzar la temperatura
de 30°C (1,5 h). Sabiendo el costo de un kW-h para el sector industrial se conoce

entonces el costo de llevar inicialmente el reactor a la temperatura de fermentacion.

Para calcular la potencia que se debe suplir por pérdidas de calor se realizaron las

resistencias entre el fluido de servicio y el medio ambiente exterior (Ec. 2).

Ec. 2 q [%] = (%+k‘r::;§][mi;oc]

Donde, g es la potencia térmica por unidad de area de transferencia, AT es la diferencia

de temperaturas entre el fluido de servicio y el ambiente (30-25) °C (Asumiendo la
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temperatura ambiente de 25°C), h; es el coeficiente de transferencia del agua, h, es el

coeficiente de transferencia del aire y km es la resistencia asociada a conduccion del

material que es vidrio de 0,5 cm.

El célculo de los coeficientes de transferencia se realizé de la siguiente manera:

O

Para el agua (Ec. 3):

w
m2+°C

o 108 -0,2
Ec.3 hi|——| =852+ (1+0011+T F)+V |[Z| " « Deqlpuig]™®

Donde, T es la temperatura del fluido (30°C = 86°F), V es la velocidad del fluido

y Deq es el didmetro equivalente.

La velocidad se calculé conociendo el caudal y utilizando la ecuaciéon de
continuidad. El didmetro equivalente se calculé como 4 veces el area de flujo
sobre el perimetro mojado. El calculo del area de flujo y perimetro mojado

(cilindros concéntricos) se realiz6 con las Ecuaciones 4 y 5, respectivamente.
V1 ,
Ec. 4 A=~ (Do? — Di?)

Ec.5 Pe=m*Do+ m=+Di

Donde, Do es el diametro externo de la chaqueta y Di es el diAmetro interno de
la misma.

Para el aire:
Se considerd conveccién natural en placa vertical y se utilizé la Ec. 6, en la cual

se aplica correccion por presion.

w _ 1 P [bar] 0,5
Ec.6 ho [mz*oc] =131+« (AT 3) * (1,0132)
Donde, AT es la diferencia de temperaturas entre el fluido de servicio y el
ambiente (30-25) °C (Asumiendo la temperatura ambiente de 25°C) y P es la

presion atmosférica.
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Para el calculo de la resistencia por conduccién se utiliza la Ec. 7.

Do

m?«¢] _ Dofm] (In22)

Ec.7 Km[ | = 2
Wl 2uw [

Donde, Do es el diametro externo de la chaqueta, Di es el didmetro interno de

w
).

mx*°C

la misma y Kw es la conductividad térmica del material (vidrio = 0,8

Finalmente se multiplica q por el area de transferencia que es igual al area de
una placa con la altura del reactor y m*Do de largo. La potencia obtenida se
multiplica por las horas totales de fermentacion (17 dias = 408 horas) para
obtener los kW-h para mantener la temperatura en 30°C. La suma de los dos
valores de kW-h anteriormente calculados se multiplico por el costo de un KW-

h y se obtuvo el costo por calentamiento.

e Agitacion: para este calculo se tomo el torque aplicado por el motor (1,27N*m) y se
multiplicé por las rps de la fermentacion (150 rpm = 2,5rps) y las horas de uso del
fermentador (408 horas). Después de haber obtenido dicho valor se multiplicé por el

costo de 1 kW-h.

e Aireacion: para este calculo se tom6 como referencia el valor maximo de consumo de
potencia del compresor utilizado (18 W), sabiendo su maxima capacidad de flujo (20
L/min). Se asumié una relacion lineal debido a la cercania del flujo de operacion
(3,/4L/min) y se obtiene por extrapolacién el valor del consumo de potencia.
Finalmente, se multiplic6 por el total de horas de fermentacion (408) y por el costo de

un kW-h.

Se debe tener en cuenta que estos costos de operacion son para obtener 3 litros de
biofertilizante en un periodo de 17 dias, por lo tanto, los tres valores calculados anteriormente

se deben dividir entre 3, para conocer el costo de produccion de 1 solo litro.
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3. Adaptacion del microorganismo y adecuacion
de la técnica de medicion de AIA.

Este capitulo muestra los resultados obtenidos después de aplicar las metodologias descritas
en las secciones 2.1y 2.2, las cuales corresponden a la adaptacion del microorganismo a un
medio cuyo unico sustrato fueran las vinazas. Ademas, presenta el analisis realizado para la

adecuacion del método de medicion de AIA.

3.1 Adaptacion del microorganismo

El crecimiento en medio sélido con sacarosa 100gL-! permitié obtener una gran cantidad de
biomasa para iniciar la adecuacién del mircoorganismo en un medio tan hostil como lo son las
vinazas. En la Figura 3-1 se observa el crecimiento de las colonias con un caracteristico
exopolisacarido alrededor de contextura mucosa. Las colonias son puntiformes de color café

claro. Lo anterior es similar a lo reportado por Madhaiyan, M. et al. y Gloria, M. et al. [69], [105].

Figura 3-1. G. diazotrophicus en medio sélido con sacarosa 100 gL-1-

Las colonias cosechadas del medio s6lido con sacarosa y resuspendidas en 50 mL de medio

liquido con vinazas al 5% alcanzaron crecimientos de 0,19 +0,02 ; 0,28 +0,02 y 0,43 +0,03 gL-
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Len los tres ensayos consecutivos realizados inicialmente. En la Figura 3-2 se observa el
comportamiento de la biomasa durante los 17 dias de incubacidn a través de la medicién de
peso seco. De lo anterior, se puede evidenciar como progresivamente el microorganismo se
empieza a adaptar gradualmente a este nuevo sustrato. Adicionalmente, en la Figura 3-3 se
observa la presencia de aglomerados en el fondo del erlenmeyer del tercer ensayo. Esto muy
seguramente se debe a la formacidn del exopolisacarido producido por G. diazotréphicusy ala

precipitacion de sélidos suspendidos en la vinaza como producto de la variacion del pH.
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Figura 3-2. Adaptacion progresiva de G. diazotrophicus en vinazas al 5%. (-A-) primer ensayo;

(-x-) segundo ensayo y (-#-) tercer ensayo.

Figura 3-3. Aglomerados producto del crecimiento de G. diazotrophicus.
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En los tres ensayos presentados en la Figura 3-2 se observa que la latencia promedio del
microorganismo fue de 4 dias y la fase exponencial se present6 entre el dia 5 y el dia 14,
teniendo un total de 216 horas de duplicacién celular activa. Este lapso de tiempo tan alto
probablemente se debe al estrés causado por la utilizaciéon de vinazas en lugar de un medio

con composiciones quimicas menos hostiles [106].

En la Figura 3-4 se observan las colonias obtenidas después del tercer experimento
consecutivo de adaptacion. El objetivo del crecimiento en medio sélido fue verificar el estado
del microorganismo y la asepsia en los procedimientos utilizados. El crecimiento de la colonias
es menor a simple vista en comparacién con lo presentado en la Figura 3-1 y la presencia del
exopolisacarido se redujo considerablemente a pesar de tener el doble del tiempo de
incubacioén (17 dias). Adicionalmente, no se obtiene el crecimiento de ninguna otra colonia lo

cudl indica que no se introdujo ninguna contaminacion en el procemiento realizado.

Figura 3-4. G. diazotrophicus después de adaptacion en vinazas al 5%.

Terminado este ensayo, se obtuvieron las curvas de crecimiento para concentraciones
mayores de vinazas (20 y 50%). En la Figura 3-5 se observa el incremento de la biomasa a
medida que transcurre la fermentacién durante 17 dias de incubacion, en este caso se presenta
una concentracion final de biomasa de 5,4 +0,1 gl-1y 8,7 +0,1 glL-! con vinazas al 20% y 50%,
respectivamente. Segiin Molinari M, et al, el crecimiento normal de la G. diazotrophicus en
sustratos de su preferencia como la sacarosa es de entre 4 a 9 gL-1 [107]. Por lo anterior, se
puede afirmar que se realiz6 una adaptacion efectiva de G. diazotrophicus en vinazas
azucareras hasta del 50%. No se realizaron experimentos por encima de esta concentraciéon de
vinazas debido a que su disposicion final seria la irrigaciéon de campos, y en la seccién 1.7.2 se

discutieron las repercusiones de su potencial contaminante.
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Figura 3-5. Crecimiento de G. diazotrophicus en vinazas (A) 20 y (m) 50%.

La capacidad de adaptaciéon de un microorganismo al medio que lo rodea aumenta a medida
que son expuestos gradualmente a condiciones especificas [108]. Es evidente que G.
diazotrophicus después de varios experimentos de adaptacion logr6é tolerar altas
concentraciones de vinazas y su produccion de biomasa aumenta a medida que se dispone de

una mayor concentracion de sustratos azucarados en el medio (Figura 3-5).

La medicion del consumo de sustrato se realiz6 inicialmente a través del método de DNS
obteniendo los resultados que aparecen en Figura 3-6. El contenido de aztcares reductores
en el tiempo cero de fermentacion fue de 13,5 + 0,7 gL.-1y se presentd un reduccion del 75%
aproximadamente en las primeras 8 horas de fermentacidn. Después de la octava hora la
concentracion de azucares reductores se mantuvo relativamente constante a pesar de que se
presentd crecimiento celular hasta el dia 17 como se muestra en la Figura 3-5. Por lo tanto,
muy probablemente existen componentes diferentes a los aztcares reductores que le sirven
de fuente de carbono al microoganismo para poder realizar sus funciones vitales, como por
ejemplo la misma sacarosa que es un azucar no reductor. Por este motivo se propone el uso de
HPLC en los préoximos experimentos para cuantificar los posibles compuestos que utiliza G.
diazotrophicus en su metabolismo. Los datos para la fermentacion de 50% no fueron
estadisticamente aceptables debido a la alta dispersion de los datos con respecto a la tendencia
normal de consumo. Lo anterior puede atribuirse al color café oscuro que presentan las
vinazas consecuencia del incremento en su concentracion, ademas de la presencia de so6lidos

suspendidos que obstruyen la medida de absorbancia al momento de aplicar la técnica.
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Figura 3-6. Consumo de sustrato por G. diazotrophicus en vinazas al 20%.

3.2 Adecuacion de la técnica de medicion de AIA

Para la cuantificacion de AIA la literatura sefiala el uso de la técnica colorimétrica de Salkowski
[63]. Usualmente las matrices en las cuales se aplica la metodologia son cristalinas o levemente
turbias, por lo tanto, se puede preparar la curva de calibracién en agua y restarle a todas las
muestras problema la absorbancia obtenida para el tiempo cero de fermentacién. Sin embargo,
las vinazas tienen un color muy oscuro y alta cantidad de so6lidos suspendidos atin estando
diluidas a 20 y 50%. En la Figura 3-7, A se observa un comportamiento altamente lineal
usando agua como solvente para la preparacion de las muestras problema, presentado un R2
de 0,9999. En contraste a esto en las Figura 3-7, By C, se presentan los R2de 0,9819 y 0,8997
utilizando vinazas al 20 y 50%, respectivamente. Por lo cual se evidencia la gran cantidad de
interfencias que genera una matriz compleja como lo son las vinazas. Entre mayor
concentracion de vinazas, se presentara un menor ajuste lineal a los datos y por ende se

obtendran valores de baja confiabilidad estadistica.

Debido al comportamiento de la técnica convencional de Salkowski en vinazas mostrado
anteriormente, se realizaron dos ajustes a la técnica con el fin de obtener una mejor correlacion
de los datos que permitiera una cuantificacién mas confiable de la concentracién de AIA en el

mosto fermentado.



Resultados y discusion 75

L&00 0,140
L400 N BI0 | v g ponsr+ 0,0049 o
= ¥ = 003341 4 00035 - = R* = 09819 -~
E LI00 BT = 05059 o = 0120
(=] 5
E L.000 ‘E- 0,100
g o.800 ) 3 000 .,
E - g
0,600 2 0,060
g - £ .
E 400 -~ £ nodn
=z " =
o | A 0020 . B
0.000 *- 0,000 &
] 10 i ] 30 40 50 5] (4] 20 30 40 L2
Concentracién de AlA [ppm) Concentracion de AIA (ppm)
0,14
012 ¥ = 0,025 + 0,0007 - ..,,,
- R = 06997
E
= 01
- [ )
Y 008
| |
3 )
g .06
a8
.
B 004 -
2 -
0,02 W C
0
10 20 30 4 50

Concentracién de ALA [ppm)

Figura 3-7. Curvas de calibracion para el método Salkowski. (A) En agua, (B) en vinazas al

20% y (C) en vinazas al 50%.

En la Figura 3-8 se muestran las curvas de calibracidén cuando las muestras analizadas fueron
diluidas con agua destilada en relacién 1:1 previo a la aplicacion del reactivo y afiadiéndoles 1
mL de agua después de transcurrida la incubacién en oscuridad. Con los cambios realizados a
la metodologia se logra un aumento en el Rz para vinazas al 20% como se observa en la Figura
3-8, A, llegando a un valor de 0,9999, lo cudl es un ajuste altamente lineal similar al obtenido
cuando se usa agua como solvente en la Figura 3-7, A. Ademas, se obtiene un valor de 0,9992
en el RZpara vinazas al 50% como se muestra en la Figura 3-8, B, lo cual quiere decir que la

modificacion fue altamente acertada en cuanto al ajuste lineal de los datos.
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Figura 3-8. Curvas de calibracion para técnica modificada 1 del método Salkowski. (A) en

vinazas al 20% y (B) en vinazas al 50%.

En la Figura 3-9 se presentan las curvas de calibracién cuando las muestras a analizar fueron
diluidas con agua en relacion 1:1 antes de agregar el reactivo, pero esta vez afiadiendo el doble
de reactivo de lo que sugiere la técnica convencional y agregando 2 mL de agua después de la
incubacién en oscuridad. Con esta segunda modificacién también se logra un aumento en el R?
en ambos casos, para vinazas al 20 y al 50%, llegando a un valor de 0,9913 y 0,9989,
respectivamente. Esto quiere decir que el ajuste lineal también se ve mejorado, pero en este

caso se requiere un gasto mayor de reactivo.
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Figura 3-9. Curvas de calibraciéon para la técnica modificada 2 del método Salkowski. (A) en

vinazas al 20% y (B) en vinazas al 50%.

Después de realizar las modificaciones se hace una validacion de las metodologias con ayuda
de una técnica primaria, en este caso se utilizo el procedimiento con la técnica de HPLC descrito

en la seccion 2.2.3.
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La curva de calibracién obtenida con el método de HPLC se muestra en la Figura 3-10, con un
R2 de 0,9999. Para la correlacién de los datos se usan las areas de los picos obtenidos por el
detector de arreglo de diodos. Los cromatogramas obtenidos se presentan en la seccion A de

los anexos, el tiempo de deteccion del AIA es alos 0,607 min.
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Figura 3-10. Curva de calibracién para la cuantificacion de AIA por HPLC en vinazas al 20%.

El método de HPLC solo se realiza en vinazas al 20% debido a que las vinazas mas concentradas
(50%) presentaran mayor efecto matriz (ruido) sobre el cromatograma. Para poder realizar la
medicion en este tipo de matrices, se deben aplicar ciertos pretratamientos a las muestras,
como una extraccion liquido-liquido con algliin solvente afin con el analito en cuestion. Lo
anterior implica una variable de costo mayor y cierto grado de complejidad adicional, lo cual
va en contravia al segundo objetivo especifico, en el cual se quiere disefiar una metodologia

econOmica y practica para cuantificar el AIA.

Utilizando los 3 métodos descritos anteriormente, se midieron 4 muestras problema de
diferentes tiempos en la fermentacién realizada con vinazas al 20%, con el fin de saber la

concentracion de AIA en el mosto. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3-1.
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Tabla 3-1. Comparacién entre las técnicas de medicion de AlA.

Los resultados obtenidos por la técnica modificada 1 tuvieron un porcentaje de error
promedio de 8,99%. La desviacién estandar de estos valores fue de 0,41 mostrando una
independencia de la concentracion de AIA. En el caso de los valores obtenidos por la técnica
modificada 2 se presentd un porcentaje de error promedio de 12,55%. La desviacién estandar
en este grupo de datos fue de 0,49 mostrando al igual que en el anterior caso, independencia
de la concentracion de AlA. Se decide seguir utilizando el método modificado 1 con el fin de
obtener resultados practicos, sencillos, econémicos y para lograr una mayor confiabilidad, se

deben corregir los valores con el porcentaje de error de 8,99% obtenido en este experimento.

A modo de ejemplo: en la hora 14 de fermentacion se obtiene una medicién de 48,5 ppm de
AlA a través de la técnica modificada 1, la correcién a este valor se debe hacer aplicando la Ec

8.

Cmedida

Ec8 Creat = (1-0,0899)

Por lo tanto, la concentracién real a las 14 horas de fermentacion es de 53,29 ppm.
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4. Evaluacion experimental de la produccion del
biofertilizante

Las investigaciones y en particular los disefios experimentales, intentan establecer
basicamente relaciones causa-efecto. Mas especificamente, cuando se desea estudiar como una
variable independiente (causa) modifica una variable dependiente (efecto). La relacién causa-
efecto solo puede ser atribuida mediante la aplicacién de un pensamiento ldgico junto a un
disefio bien aplicado. Para esto se debe tener en cuenta: la adecuada seleccién de un marco
tedrico, el uso de procedimientos estadisticos correctos, el control de la variable
independiente, la adecuada medicién de la variable dependiente y evitar o controlar al maximo
las variables externas que puedan afectar el experimento [109]. Con base en estos
lineamientos, se realiz6 un disefio experimental simple y un disefio Box- Behnken para evaluar
las condiciones de cultivo en las cuales se obtiene una mejor calidad de biofertilizante en

términos principalmente de contenido de AIA.

4.1 Diseio experimental simple (DES)

Para el desarrollo del DES se tiene que tener un punto de partida confiable que permita llegar
a informacién util sin desembocar en altos gastos de tiempo y material. Con ayuda de la
revision bibliografica presentada en la seccion 1.6 se eligieron cuatro factores (k)
fundamentales que afectan el rendimiento de la fermentacion: flujo de aire (k1), agitacion (k2),
pH (k3) y concentracidn inicial de vinazas (k4). Para este tipo de disefio al igual que en muchos
otros se hizo indispensable la presencia de un experimento control al cual no se le realizé
ninguna perturbacion (Control). Los valores estipulados para el experimento de control fueron
aquellos que reportan mayor produccion de biomasa y/o AIA en la literatura consultada,
excepto la concentracién de vinaza que se hizo de acuerdo a los valores utilizados en la
adaptacion. Para la variacion de los parametros se aplicé una disminucion del 50% en el caso

de la agitacidon. En el caso del pH se propuso un aumento del 50%, la concentracién de vinazas
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se ajustd 2,5 veces mayor al valor del control y para la aireacion se usé un flujo de 2 Lmin- en

el biorreactor.

Como variables dependientes se estipularon la produccién de biomasa y la concentracién de
AIA debido a que son las caracteristicas que mejoraran la calidad del biofertilizante. La Tabla
4-1 muestra los resultados finales de las variables medidas para el DES propuesto en la Tabla

2-2. Disefio experimental simple (DES).

Tabla 4-1. Resultados del DES.

Experimento PS (gL1) DO UFC (celmL1) AIA (ppm)
Control 542 +0,15 4,696 +0,081 1,57 x 1010 + 7,8 x 108 35,39 0,83
1* 3,75+0,11 2,998 +0,055 8,22x10%+4,15x108 108,91 3,19

2 2,46 0,08 2,134+0,035 586x10°+2,10x108 25,01 0,63

3 4,78+0,12 4,146 0,075 1,14x101°+4,1x108 67,61 +2,56

4 8,73+0,18 6,932+0,056 1,90x10%°+1,35x10° 27,85 +0,95

PS: Peso seco; DO: Densidad optica; UFC: Unidades Formadoras de Colonias; AlA: Acido
Indolacético. * Experimento realizado en el biorreactor de 1 L para poder utilizar un flujo de aireacién.
Resultados presentados * desviacion estandar.

La variacion de ciertas condiciones de crecimiento como la concentracién inicial de sustrato
desencadena una serie de cambios en el metabolismo, no solo asociados a la mayor produccion
de biomasa sino también en el aumento o disminucién de la produccién de metabolitos como
el caso del AIA [110]. Comparando el experimento control con el experimento 4 de la Tabla
4-1, la produccion de AlA se ve afectada de forma negativa con el uso de mayor concentraciéon
de vinazas. Probablemente esto sucede debido a que la producciéon de biomasa es el
metabolismo favorecido con dichas condiciones y no la produccidn del metabolito. Por lo tanto,
la mayor cantidad de energia que proviene del medio de cultivo es utilizada para la replicacion
celular en lugar de utilizarse para las reacciones bioquimicas que permiten la sintesis del AIA.
Otra posible razén puede ser la inhibicién de la produccién de AIA por estrés metabdlico
debido a factores como: alta cantidad de carga organica (DQO y DBO), altas concentraciones

de sales, presencia de metales pesados, entre otros [111].

Otros estudios reportan que G. diazotrophicus produce entre 0,14 y 2,42 ppm de AIA en medio
de cultivo LGI-P con 10% de sacarosa. En este estudio, las determinaciones se hicieron por
HPLC en un periodo de incubacién de 8 dias donde se presenta un descenso en la

concentracion del metabolito [68]. En medio de cultivo LGI con 1% de sacarosa, 0,5% de jugo
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de cafia, 150 mgL! de ciclohexamida y 50 mgL! de extracto de levadura se reporta una
produccién de 2,25 ppm de AIA después de 7 dias de incubacién [69]. Para un medio
enriquecido con 0.05gL-! de extracto de levadura, 12% de sacarosa, 1,2gL-! de L-tript6fano y
0,1% de NH4Cl a pH 6, 200 rpm y 30°C, se obtiene una concentracién de 26,28 ppm de AIA
después de 12 dias de incubacidn, tiempo en el cual se presenta el declive en la produccién de
la auxina [70]. En el presente estudio, los resultados de la cuantificaciéon de AIA al final de los
17 dias de incubacion por el método de Salkowski modificado sefialaron producciones entre
1,5 y 4 veces mas grandes que lo maximo reportado en la literatura. La alta produccién en este
estudio se puede fundamentar en la riqueza de nutrientes que aiin poseen las vinazas, sumado
al contenido citoplasmatico de las levaduras lisadas que quedaron en el proceso de destilacion.
El contenido interno de Saccharomyces cerevisiae puede contener, entre otros componentes,
una alta cantidad de aminoacidos libres como el L-triptéfano fundamental para el proceso de

biosintesis de AIA [112].

El comportamiento del peso seco para el experimento control y para el experimento 4 se
presentaron anteriormente en la Figura 3-5; para el caso de los experimentos 1, 2 y 3 se

muestran los resultados en la Figura 4-1.

Peso seco g/L.

18

Tiempo (dias)

Figura 4-1. Crecimiento de G. diazotrophicus para los experimentos: (-4-) 1, (-x-) 2y (-®-) 3.

El seguimiento de DO se realiz6 con el fin de obtener una correlacion entre esta variable y la

cantidad de UFC en el medio de cultivo. Esto se propone debido a que es mas practico,
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econdmico y sencillo realizar la lectura de la absorbancia de una suspension de biomasa y
utilizar un factor de conversién para saber el contenido aproximado de células por mililitro.
Por lo tanto, el seguimiento por UFC solo se realizé una vez para el experimento control con el
fin de obtener dicha correlacién. En la Figura 4-2 se observa el comportamiento de la densidad
optica (DO) del cultivo, y en la Figura 4-3 se muestra el crecimiento de los microorganismos

viables a través del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).
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Figura 4-2. Seguimiento de DO en G. diazotrophicus para el experimento control.
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Figura 4-3. Seguimiento de UFC en G. diazotrophicus para el experimento control.
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Después de registrar los datos de UFC y DO, se realiz6 una correlacion en la zona exponencial
de la curva de crecimiento con el fin de obtener la ecuaciéon de una linea recta (Ec.1). La
finalidad de dicha expresion es relacionar los valores obtenidos de absorbancia por medio de
densidad optica con el valor de las células presentes en el medio con un margen de error
aceptable. Esto se puede corroborar en la Figura 4-4 debido al RZrelativamente alto obtenido
por la linealizacién (0,9764). Sin embargo, absorbancias por debajo de 0.750 no se ajustan
linealmente a la concentracion de células (UFC), pero teniendo en cuenta que en la fase de
latencia el valor de absorbancia es de 0.134 y la concentracidén celular es de 4.5x108, se puede

recurrir a una extrapolacién a modo de aproximacién.
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Figura 4-4. Correlacion entre los datos obtenidos entre UFC y DO.

4.2 Perfil de consumo de sustratos por HPLC

En la Figura 4-5 se observa el perfil de consumo de sustratos para el experimento control. De
los 8 compuestos analizados no se logro6 cuantificar ninguno satisfactoriamente debido a que
los picos no superaban el limite de deteccidn. Sin embargo, a partir del cromatograma se puede
concluir que existen alrededor de 4 compuestos en el tiempo cero que se consumen
progresivamente durante la fermentacidn. Después de los 9 dias de fermentacién se observa
que 3 de los picos iniciales se encuentran casi que desaparecidos y surgen 3 picos adicionales

los cuales probablemente son moléculas intermediarias en el metabolismo del microrganismo.
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Figura 4-5. Perfil de consumo de sustratos por HPLC. Linea azul oscura (0 dias), verde oliva (9 dias) y azul turquesa (21 dias).
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Finalmente, segin el cromatograma de la Figura 4-5, transcurridos 21 dias de fermentaciéon
se observa que sélo se mantiene constante el primer pico del cromatograma y aparece un pico
al final, el cual puede corresponder al sumidero de la fuente de carbono que no es
metabolizado. Para este andlisis se estipula un tiempo de 21 dias de fermentacion, lo cual
indica un aumento de 4 dias con respecto al tiempo de estudio de la produccién de AIA y
biomasa con el fin de asegurar el agotamiento total de las fuentes de carbono presentes en las

vinazas.

En la Tabla 4-2 se resume el comportamiento de los picos registrados durante los 3 tiempos
de fermentacion analizados (0, 9 y 21). Se observa que durante la fermentaciéon hay consumo
progresivo de los compuestos 2, 3, 4 y 6. Ademas, del cromatograma se analiza que los
compuestos 5, 7 y 8 se encuentran en pequefias cantidades en el tiempo cero pero se producen
como intermediarios en el metabolismo del microorganismo debido a que hay una mayor
intensidad en el dia 9. Finalmente, se concluye que el compuesto que corresponde al pico 1
permanece constante durante la fermentaciéon y transcurridos 21 dias ya no hay
concentraciones considerables de los compuestos 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8. Ademas, después del
tiempo de estudio, aparece de forma prominente el pico del compuesto 9 del cual se presume
que es el sumidero de la fuente de carbono que por lo regular es una especie organica incapaz

de ser metabolizada por la bacteria.

Tabla 4-2. Intensidad y tiempo de deteccién de los picos en el experimento de control.

. Tiempo de % Intensidad % Intensidad % Intensidad
Ficos deteccion (min) 0 dias 9 dias 21 dias

1 3,305 100,0 100,0 100,0
2 4,124 100,0 11,3 0,0

3 4,557 100,0 38,5 0,0

4 5,804 100,0 63,5 0,0

5 6,702 58,6 100 0,0

6 7,403 100,0 9,4 0,0

7 8,321 36,4 100,0 0,0

8 9,875 14,3 100,0 0,0

9 11,380 0,0 0,0 100,0
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4.3 Diseno experimental Box-Behnken

En la Tabla 4-3 se muestran los resultados obtenidos para el disefio experimental propuesto
donde la variable de respuesta elegida fue la concentracidn final de la fitohormona en ppm.
Después de obtener los resultados, se ingresaron los datos en el software Minitab® con el fin
de obtener una superficie de respuesta con su respectiva ecuacién matematica. Ademas, el
software arrojo resultados de la influencia relativa de cada variable independiente (pH y flujo
de aireacién) sobre la variable dependiente y también suministré informacién sobre la

influencia conjunta de dichos parametros.

Tabla 4-3. Matriz de respuesta del disefio Box-Behnken.

Experimento pH Flujo de aire [Lminl] Concentracion AIA [ppm]
1 6 1 79,62
2 6 3 165,13
3 9 1 95,12
4 9 3 174,72
5 7,5 2 128,65
6 7,5 2 130,92
7 7,5 2 114,13
8 7,5 2 126,71
9 7,5 2 135,15

10 9,6 2 105,15
11 54 2 89,14
12 7,5 3,4 215,45
13 7,5 0,6 60,82

Los resultados de la cuantificacion de AIA al final de los 17 dias de incubacién por el método
de Salkowski modificado sefialaron que la maxima produccién alcanzada en el experimento 12

es 8 veces mayor que el maximo valor reportado en la literatura [70].

En la Tabla 4-4 se muestran los resultados de los coeficientes codificados obtenidos del
modelo. Estos coeficientes corresponden a los valores numéricos que acompafan las variables
en la ecuacion matematica de la superficie. Los coeficientes cuyo valor de p sea menor a 0,05
se consideran significativos. Lo anterior quiere decir que los efectos mas influyentes en la

concentracion final de AIA son el flujo de aire y la interaccion pH x pH. Con estos parametros
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se puede escribir la ecuacién (Ec.2) que representa el comportamiento de la concentracion

final de la auxina con respecto a los factores analizados en el modelo (pH y flujo de aire).

Tabla 4-4. Coeficientes codificados.

127,11 0,000

5,05

5,44 3,99 0,215
47,97 3,99 0,000
-12,79 4,28 0,020
8,45 4,28 0,089
-1,48 5,64 0,801

[AIA ppm] = 127,11 + 5,44 [pH] + 47,97 [Flujo de aire] - 12,79 [pH] x [pH] + 8,45 [Flujo de
aire] x [Flujo de aire] - 1,48 [pH] x [Flujo de aire] Ec.2

El R? alcanzado por este modelo con los datos de AIA obtenidos es de 0,9584 y la desviacién
estandar de los datos fue de 11,28. Lo anterior nos indica que el ajuste de los datos
experimentales al modelo matematico propuesto no es perfecto, pero al tratarse de un proceso
bioldgico con muchos factores aleatorios no controlables es un coeficiente de correlaciéon alto
y aceptable. Después de obtener la Ec.2 se hace facil la prediccion matematica de las
coordenadas que optimiza la produccién de AIA. Segtn el andlisis de predicciéon de Minitab ®
el maximo de produccion se alcanza a un pH de 7,7 y un flujo de aire de 3,4 Lmin-! con un

porcentaje de error de 2,18% como se observa en la Figura 4-6.

pH Airflow
Alto 96213 34142
Act [7.56361] [3.4142]
Bajo 53787 0,5353

e N _-

[AlA]
Maximo
y = 12,0777
d = 0973819

Figura 4-6. Optimizacién matematica.



88 Produccién de biofertilizante a partir de la fermentacién de vinazas azucareras por Gluconacetobacter
diazotrophicus.

A partir del disefio experimental codificado también se puede obtener informacién predictiva
del comportamiento de la variable dependiente a través de un grafico de contornos como se
muestra en la Figura 4-7. En esta grafica se observan franjas de colores entre azul y verde lo
cual indica rangos de concentracién de AIA de acuerdo a la variacién que se presente en los
factores estudiados de pH y flujo de aire. En este caso, se observa que para el pH se genera una
curvatura indicando que el valor maximo se encuentra en un valor intermedio a los limites

superior e inferior como se observd previamente en la Figura 4-6.

Para el caso del flujo de aire se observa que la zona verde oscura (concentracién de AIA > 200)
se concentra sobre el extremo superior. Lo anterior quiere decir que si aumentamos el flujo de
aire por encima del limite superior estipulado, posiblemente obtendremos una mayor
concentracion de AlA, como lo supone también la Figura 4-6. Sin embargo, hace falta realizar
un nuevo disefio experimental partiendo de 3.41 Lmin-! como limite inferior para conocer el
valor en el cudl la concentracién de AIA alcanza su maximo. El incremento en la produccion de
AIA como consecuencia del aumento en el flujo de oxigeno no ha sido reportado en estudios
anteriores. Sin embargo, esto indica que alguna de las reacciones en cadena que intervienen
en la biosintesis del AIA requiere necesariamente de la presencia de oxigeno en el medio de

fermentacion.

[AlA]

B so- 75
B 75 - 100
W 100 - 125

125 - 150
B 1s0 - 175
B 175 - 200
[ ] = 200

Flujo de aire [L/min]

55 5,0 65 7.0 75 80 85 9.0 a5
pH

Figura 4-7. Grafico de contorno de AIA vs pH y flujo de aire.

El amplio rango de pH en el cual se puede desarrollar con normalidad la bacteria estudiada se

debe fundamentalmente a la capacidad de adaptacién que tienen ciertos microorganismos a
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cambios en el pH. Dicha adaptacién consiste en la produccion superficial de sustancias acidas
0 bésicas que contrarrestan los diferentes potenciales de hidrogeniones a los cuales es
sometida la bacteria. Esta proteccion se puede asociar incluso a la producciéon de

exopolisacaridos que presenta G. diazotrophicus [113].

Finalmente, la superficie de respuesta obtenida por el modelo matematico se puede observar
en la Figura 4-8. Corroborando la informacién mostrada en el diagrama de contorno, se
evidencia una mayor concentraciéon de AIA cuando se utiliza un mayor flujo de aireacién.
Ademas, en esta superficie se logra apreciar una diferencia entre la influencia del pH y la
aireacion, siendo este ultimo pardmetro el mas relevante al momento de obtener una mayor

concentracion de AIA en la fermentacion.

200

100

50

3

2 9
1 678

Flujo de aire [L/min] pH

Figura 4-8. Superficie de respuesta de AIA vs pH y flujo de aire.
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5. Implementacion del biofertilizante a escala
invernadero

5.1 Analisis del potencial del biofertilizante y la toxicidad

de las vinazas en plantas de tomate

La longitud de los tallos fue la variable principal y mas representativa en los experimentos,
debido a que se presentaron influencias notorias por la irrigacién con vinazas al 20 y 50%
después de 17 dias de incubacién (20V+ y 50V+, respectivamente). Sin embargo, también se
presentaron efectos desfavorables por la irrigacién con vinazas sin inocular al 20 y 50 % (20V-
y 50V-, respectivamente) en la planta de tomate. Los diferentes efectos presentados en el
estudio variaron de forma importante segin la concentracién de vinazas utilizada con respecto
al experimento control en el cual se realizé Unicamente irrigacién con agua potable (Figura
5-1).

12.5
12,0+

11,54 *
11,04

10,5 = l

10,01 T~ |
8.5
2,0
a5 A
2.0 s

- et — I~ - - t -
To-m A7 ___g:.-'"'_ I g G
e T
TOd ™ . "':_-"'- +

es] 1

Longitud (cm)
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Figura 5-1. Longitud de los tallos de las plantas de tomate irrigadas. (m) Control, (A) 20V-*,
(©) 50V-**, (A) 20V+**y (e) 50V+. * p < 0.05, ** p <0.01.
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El crecimiento de las plantas mejora con el uso de ciertas fitohormonas, por ejemplo el AIA
promueve el crecimiento afectando muchas actividades fisioldgicas de la planta, como el
alargamiento celular, divisidn celular, iniciacion del desarrollo de raices, tasa de crecimiento,
fototropismo, geotropismo, entre otros aspectos [114]. Este efecto hormonal es verificado en
la Figura 5-1, en la cual se observa que el tratamiento de irrigacién con G. diazotrophicus en
vinazas al 20% (20V+) ejerce un estimulo muy significativo (p<0,01) en el crecimiento de los
tallos de las plantulas. En contraste a esto, el tratamiento de irrigacién con el microorganismo
en vinazas al 50% (50V+) no es significativo. Con el objetivo de analizar la influencia
unicamente de las vinazas a 20 y 50% se realizaron los tratamientos (20V-y 50V-). A partir de
este andlisis se observa que dichos tratamientos afectan negativamente el crecimiento de las

plantas, presentando una mayor significancia el uso de vinazas al 50% (p<0,01).

Tabla 5-1. Crecimiento foliar de las plantas de tomate.

Experimento NH AH LH
Control

Semana 3 4+1 - -
Semana 6 8+1 - -
Semana 10 12+1 1.49 £ 0.46 2.68 £ 0.34
20V-

Semana 3 41 - -
Semana 6 6+1* - -
Semana 10 10 + 1* 1.03 £ 0.22* 1.73 £ 0.25*
50V-

Semana 3 31 - -
Semana 6 5+1* - -
Semana 10 10 + 1* 0.68 £ 0.15** 1.46 +0.17**
20V+

Semana 3 5£1 - -
Semana 6 14 + 2%* - -
Semana 10 22 & 2% 2.23£0.17** 4.01 + 0.14**
50V+
Semana 3 51 - -
Semana 6 9+1 - -
Semana 10 14 +£2 1.64 +0.11 3.11+0.11*

NH, nimero de hojas; AH, ancho de la hoja (cm); LH, longitud de la hoja (cm).
(-) No se registra medicion. Valores presentados * desviaciéon estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.
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Los datos se sometieron a un analisis estadistico realizado mediante un test t para medias de
dos muestras. Los valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos (*) y aquellos

menores o iguales a 0.01 fueron considerados muy significativos (**).

La formacion y crecimiento de los tejidos foliares representan otro factor importante en el
desarrollo de la planta [115]. El nimero de hojas y sus dimensiones presentados en la Tabla
5-1 confirman de nuevo la fuerte interaccion positiva entre la planta y el biofertilizante y a su
vez se reitera los efectos negativos causados por la irrigacion directa de las vinazas. El ndmero
de hojas promedio de las plantulas tratadas con irrigacion de 20V+ evidencian de forma muy
significativa (p<0,01) los beneficios que acarrea la implementacion de G. diazotrophicus como
biofertilizante. Caso contrario ocurre con la irrigacion de 50V- en la cual también se observa
una significancia importante (p<0,01) pero arraigado a consecuencias indeseables para el
cultivo de tomate estudiado. Las dimensiones de las hojas estdan en total armonia con el
comportamiento de los dos parametros discutidos anteriormente en el estudio, pues a través
de la medicién de las hojas mas representativas se pudo constatar la promocién o represion
del crecimiento global del cultivo en cuestién. Para esta tltima variable se vieron efectos
contundentes en los tratamientos con repercusiones antagénicas (50V- y 20V+) con una gran

significancia (p<0,01).

Posiblemente la interaccion de los efectos positivos de la relacion biofertilizante-planta con los
efectos negativos de la relacion vinazas-planta, son los causantes de que la influencia en el
crecimiento global de la planta para el caso de 50V+ sea mucho mas baja que para el caso de
20V+. Este estudio demuestra que las vinazas fermentadas con G. diazotrophicus tienen poder
fertilizante en plantas de tomate. Por lo anterior, se decide entonces hacer un estudio a escala

invernadero y compararlo con un fertilizante comercial.

5.2 Comparacion entre la accion del biofertilizante y un

fertilizante comercial a escala invernadero.

Después de realizar el estudio de potencial biofertilizante expuesto en la seccién 5.1, se decide
realizar las fermentaciones con vinazas al 20%. Esta decision se tom6 teniendo en cuenta la
baja toxicidad del mosto y los altos rendimientos de AIA obtenidos en comparacién con la

concentracién de la fitohormona en otras concentraciones de vinazas.
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5.2.1 Cultivo de tomate de mesa (Solanum lycopersicum)

En la Figura 5-2 se observa el crecimiento de los tallos registrado en los 90 dias de estudio del
cultivo de tomate. Las barras correspondientes a los tratamientos de biofertilizante (BF) y
fertilizante comercial (FC) muestran que después de los 60 dias hubo un cambio significativo
con respecto al experimento control. Finalizado el estudio se presenta un cambio significativo
en el tratamiento de la mezcla (M1, la cual corresponde a una combinacion de BF y FC en una
relacion 50:50) y se observa un cambio muy significativo para los tratamientos de BF y FC. En
el caso de BF se obtuvo un aumento en el crecimiento de 109% por encima del control, lo cual
corrobora su excelente desempefio como biofertilizante; incluso por encima de FC quien

alcanz6 un incremento de 72%. M1 mostré un crecimiento de 40,62% por encima del control.

225,0 *%

u BF
* I EFC

50.0 =M1

Tiempo (dias)

Figura 5-2. Crecimiento promedio de los tallos en las plantas de tomate. Valores presentados
+ desviacion estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

Estos resultados muestran que el biofertilizante presenta resultados altamente satisfactorios
al momento de ser comparado con un producto agroquimico. Probablemente la mezcla de
ambos (M1) no generé la misma respuesta debido a que la cantidad de minerales aportada por
FC no es la suficiente para el crecimiento y BF no aporta la cantidad necesaria de fitohormona

ni el indculo suficiente para lograr una colonizacién del microorganismo.
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Ademas de analizar el crecimiento de los tallos, también se estudié la variacion en el peso seco
de la planta completa como se observa en la Figura 5-3, en esta grafica se muestra la influencia
significativa sobre el control de los efectos del BF y FC después de los 90 dias. Ademas, se
observa que el BF presenta un cambio significativo después de los 60 dias a diferencia de los
tratamientos de FC y M1. En el caso del peso seco se observa un incremento del 56, 29 y 10 %

para los tratamientos de BF, FC y M1, respectivamente.
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Figura 5-3. Peso seco promedio de la planta completa de tomate. Valores presentados *
desviacidén estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

Con el fin de conocer la influencia del fertilizante en las diferentes partes de la planta, se realiza
el peso seco de tres fracciones por separado de cada muestra analizada, asi: raices (Figura

5-4), tallos (Figura 5-5) y hojas (Figura 5-6).

De acuerdo con la informacién suministrada en la Figura 5-4 se puede observar que las raices
corresponden a un 14% del peso seco total de la planta en el tratamiento BF, lo cual representa
un 4% mas que en el experimento control. BF es el Ginico tratamiento que genera resultados
significativos en esta medicion. Lo anterior esta acorde con lo consultado en el marco teérico
acerca de la promocion del crecimiento raizal como consecuencia de la accién de la
fitohormona [70]. Los demads tratamientos no presentan un cambio estadisticamente
significativo debido a que FC solo aporta nutrientes y M1 aparentemente no suministra la

cantidad suficiente de microorganismo y/o auxina.
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Figura 5-4. Porcentaje en peso promedio de las raices. Valores presentados * desviacion

estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

Por lo tanto, la capacidad de G. diazotrophicus de producir compuestos indélicos del tipo

auxinas como el AIA influyen en el crecimiento, la division celular asociada a la formacién de

tejidos y promueve el crecimiento de raices [116].
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Figura 5-5. Porcentaje en peso promedio de los tallos. Valores presentados * desviacion

estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

En la Figura 5-5 por el contrario se muestra una mayor distribucién de peso hacia el tallo en

el caso del tratamiento de FC, a pesar de que todos los tratamientos lograron una diferencia
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significativa con respecto al control. Comparando esta informacién con la obtenida en la
Figura 5-2 se puede abstraer que a pesar de que los tallos fueron mas largos al irrigar con BF,

eran mas delgados que en el caso de FC o M1.

En el comportamiento de las hojas se aprecia que el control fue quien presenté6 un mayor
porcentaje en peso. Sin embargo, esto se explica en que la planta no presenté un crecimiento
importante de acuerdo a la Figura 5-6. Lo anterior quiere decir que la planta present6 un
crecimiento en forma de arbusto enano, por lo cual el peso de la hojas con respecto a los demas
se mantuvo alto. Lo ideal en las plantas de tomates es obtener un mayor tamafio en el tallo que
permita la generacién de mas ramilletes de frutos, mas no el crecimiento foliar en forma de
arbusto. Esta informacidn se soporta con los resultados de los frutos presentados en la Tabla

5-2.

40
38
36 I I I
34
32
30 *x *
28
26
24
22
20

u BF
mFC

% p/p
>(.

=M1

0 45 90
Tiempo (dias)

Figura 5-6. Porcentaje en peso promedio de las hojas.

En la Tabla 5-2 se presenta en forma resumida la informacién mas relevante acerca de los
frutos. Se observa que los tres tratamientos aplicados arrojaron resultados muy significativos
en el numero de frutos promedio por planta. FC y M1 mostraron 28 y 27 frutos en promedio
por cada plantula, lo cual representa 10 frutos por encima del control y 5 por encima del BF.
Sin embargo, esto no es preocupante para el caso de BF debido a que el peso promedio de cada
fruto en este tratamiento fue 56% mayor que el control y 40% mayor que el tratamiento con
FC. Este fendmeno es conocido como aclareo de frutos y se explica como la disminucién de

frutos por ramillete para producir tomates de mayor tamafio y peso. Se ha demostrado que
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uno de los mayores beneficios del uso de auxinas como el AIA es el efecto anteriormente

mencionado [117].

Acompafado del aumento en peso del fruto, estan sus dimensiones que lo hacen mas atractivo
para el mercado horticola, presentando un aumento con respecto al control de 30% y con
respecto a FC del 16%. Realizando la multiplicaciéon del niimero de tomates por planta y su
peso promedio se obtiene la produccién por planta en la dltima fila de la Tabla 5-2. Esta
informacién es la mas importante a nivel econémico debido a que BF presenta una diferencia
de casi el 100% con respecto al control y un incremento del 15% con respecto al fertilizante
comercial. Para todas las caracteristicas estudiadas en los frutos se observa que M1 muestra
resultados favorables con respecto al control, lo cual indica que posiblemente una proporciéon

diferente de BF y FC podria generar mejores productividades por planta.

Tabla 5-2. Conteo y dimensiones de los tomates recolectados después de 90 dias.

ftem BF FC C M1
Numero 23+5*%* 28 £ 3 ** 18+ 4 27 £ 3 **
Diametro (cm) 4,3 +0,5 ** 3,7+0,4 * 3,3+0,4 39+0,5*
Peso (g) 129,2 £ 12,1 ** 92,5+8,6* 82,8+11,4 97,6 +10,4 *

Produccion (g/planta) | 2971,6 + 60,5 **  2590,0 + 25,8 ** 1490,4 + 45,6  2635,2 + 31,2 **

Valores presentados + desviacién estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

Los datos se sometieron a un andlisis estadistico realizado mediante un test t para medias de
dos muestras. Los valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos (*) y aquellos
menores a 0.01 fueron considerados muy significativos (**). Los valores se presentan + la

desviacion estandar.

5.2.2 Cultivo de girasol ornamental (Helianthus annuus L.)

En la Figura 5-7 se observa el cambio de longitud de los tallos en los primeros 45 dias de
estudio del cultivo de girasol. El comportamiento de los tratamientos FC y M1 no presentaron
una diferencia significativa con respecto al experimento control. En contraste a esto, el
estimulo generado por BF muestra cambios significativos después de los 30 dias y al finalizar
los 45 dias se presenta un cambio que corresponde al 27% por encima del control y un

incremento del 14% con respecto a FC.
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Figura 5-7. Crecimiento promedio de los tallos en los girasoles.

La Figura 5-8 muestra un mayor incremento en el grosor de los tallos en el caso de los

tratamientos de FC y M1, a pesar de que todos los tratamientos lograron una diferencia

significativa con respecto al control. La teoria sugiere que al haber mayor cantidad de

minerales en el suelo, se genera una respuesta a nivel del tejido encargado del transporte de

savia bruta hacia la planta (xilema). Por lo tanto, entre mayor sea la cantidad de minerales

presentes en el suelo, sera mas comun obtener tallos gruesos en la planta [118].
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Figura 5-8. Perimetro promedio de los tallos en los girasoles.
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Las diferencias presentadas por los tratamientos BF, FC y M1 fueron respectivamente de 34,
89 y 74 %. Esto indica que la mezcla de los dos tratamientos genera un efecto sinérgico en el
engrosamiento de los tallos debido a que con la mitad de la formulacién FC que logré una
diferencia del 89% y la mitad del biofertilizante que solo alcanzé una diferencia de 34% se

logra un crecimiento muy cercano al obtenido con 100% de FC.

Adicional al andlisis del crecimiento de los tallos, se estudié la variacién en el peso seco de la
planta completa como se observa en la Figura 5-9. En esta grafica se observa un efecto
significativo inicamente en las plantas tratadas con BF y solo después de los 90 dias de estudio.
En los datos registrados de peso seco se observa un incremento del 32% para el caso de BF y
para los tratamientos de FC y M1 no se presentan cambios significativos debido a que su
diferencia no supera el 10% con respecto al control. La ganancia de peso se atribuye mas que

todo a la diferencia de alturas presentadas en la Figura 5-7.
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Figura 5-9. Peso seco promedio de la planta completa de girasol.

En la Tabla 5-3 se presenta en forma resumida la informacién mas relevante en la recoleccion
de flores. Esta informaciéon muestra que los tratamientos FC y M1 obtuvieron resultados
significativos en cuanto a la cantidad de flores cosechadas en la parcela. Sin embargo, el
tratamiento BF es el que proporciona una mayor cantidad de flores, equivalente a un 37% por
encima del experimento control y un 9% por encima de FC. Otra de las funciones importantes
del AIA sobre las plantas es su actividad en la fase de inflorescencia, promoviendo reacciones

metabolicas en cadena reguladas por esta sustancia [119]. Enla Tabla 5-3 también se observa
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que la aparicién de las flores fue mas rapida en la parcela donde se aplicé BF, lo cual indica una
considerable reduccidn en el tiempo de produccién de los girasoles. Esta caracteristica toma
fuerza a nivel industrial debido a que entre menos se demore el cultivo en ser cortado, mayor

serd la produccion anual de las flores.

Adicional a la disminucién de tiempo de aparicion de las flores, se presentan también sus
dimensiones en la tltima fila de la Tabla 5-3. Se puede observar que el tinico tratamiento que
889genera aumento significativo en el didmetro de las flores es BF. Este resultado toma fuerza
desde el ambito de mercado debido a que, por lo regular entre mas grande la flor, mas atractiva
es para el consumidor. Los resultados obtenidos muestran un aumento con respecto al control
de 35% y con respecto a FC del 17%. Para estas dos caracteristicas estudiadas en las flores se
observa que M1 muestra resultados favorables con respecto al control pero no de forma
significativa. Ademas, sus resultados son muy semejantes al tratamiento con el fertilizante

comercial, a pesar de que se esté utilizando la mitad de la formulacién de FC.

Tabla 5-3. Numero de flores y dimensiones.

Dia BF FC C M1

71 1 0 0 0

78 7 3 0 1

85 20 15 1 12

92 48 38 23 34

99 74** 68* 54 67*
Diametro promedio (cm) 12,6 +1,5* 10,8+ 1,4 9,3+0,9 10,3+1,2

Valores presentados + desviacidn estandar. * p < 0.05, ** p <0.01.

Una de las caracteristicas mas importantes a nivel comercial son los dias que dura una flor en
condiciones aceptables en un florero dentro de un recinto. El consumidor al percibir una
mayor duracion va a preferir al proveedor y por lo tanto se establece un vinculo mucho mas
fuerte que dificilmente podra dafiar la competencia [120]. En la Tabla 5-4 se muestran los
valores obtenidos en 5 ensayos diferentes, los cuales muestran un aumento muy significativo
en las plantas tratadas con BF en campo. El incremento registrado fue de 2,4 dias superior al
control, lo cual equivale a un aumento del 48%. En el caso de FC y M1 no se presenté un
aumento tan significativo como en BF, obteniendo porcentajes de aumento del 36 y 32%

respectivamente.
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Tabla 5-4. Ensayo de dias en florero.

7 6
7 7
7 6
7 6

U o H» U1 Ul

6 8
74+0,5**  6,8%04* 50%0,7 6,6 + 0,9*

La diferencia presentada entre BF y FC fue del 9%, lo cual indica la superioridad del
biofertilizante obtenido por la fermentacidn de vinazas azucareras por G. diazotrophicus sobre

el agroquimico comercial.
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6. Analisis marginal de costos

El costo asociado a insumos para la produccion de un litro de fertilizante comercial (Crecifol

® se muestran en la Tabla 6-1 de acuerdo a la etiqueta reportada por la marca (Figura 6-1).

Tabla 6-1. Costos de insumos para 1 litro de Crecifol® [121].

37,9
62,1
300,0
100,0
0,21
0,24
1,17
0,15
0,03
0,15
0,65
0,32
0,01
0,65

20,98
4,27
5,40
3,54
1,62

33,13

13,40
9,83

171,13
206,06
162,48
160,46
158,46
165,23

795,16
265,21

1.620,40

353,93
0,34
7,95

15,68
1,47
513

30,91

105,61

51,35
1,58

107,40

Los costos mostrados en la Tabla 6-1 no incluyen los costos asociados a logistica de transporte

ni almacenamiento.
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CRECIFAL

FICHA TECNICA

FERTILIZANTE COMPUESTO COMPLEJO NPK PARA APLICACION FOLIAR

FERTILIZANTE FOLIAR

CONCENTRADO SOLUBLE
USO AGRICOLA
COMPOSICION Nitrégeno Total (N) 100.00 g/L
GARANTIZADA: g/l Nitrégeno Amoniacal (N) 3780 gL
Nitrégeno Uréico (N 62.10 giL
Fasforo Asimilable (P205) 300.00 g/L
Potasio Soluble en agua (K20). 100.00 giL
Calcio (Ca0)* 0.21glL
Magnésio {M%O]‘ 0.24 g/l
Azufre Total (3) 1.17 giL
Boro (B) 0.15 giL
Cobalto (Co)* 0.03 gL
Cobre (Cu)* 0.15gilL
Hierro (Fe)* 0.65 giL
Manganeso (Mn)* 0.32 giL
Molibdeno (Mo) 0.01 giL
Zinc (Zn)* 0.65 g/l

* Como Quelatos a base de EDTA
Figura 6-1. Ficha técnica de Crecifol® [122].

Los precios de venta de este agroquimico estan entre 14.000 y 16.000 COP dependiendo la
épocadel afio [122]. Lo cual indica que este valor es nuestro punto de referencia en el mercado,
por lo tanto, para llegar a ser competentes tendremos que ofrecer el producto en una cifra por

debajo a esta.
Para el caso del biofertilizante se tienen menores requerimientos de insumos debido a que
Unicamente se deben comprar las sales del medio LGI-P. En la Tabla 6-2 se muestran los

precios de los reactivos asociados a la produccién de 1 litro de biofertilizante.

Tabla 6-2. Costo de insumos para 1 litro de Biofertilizante [36], [121].

0,60 16,20 9,72
0,18 14,58 2,62
0,20 3,53 0,71
0,22 1,03 0,23
0,01 3,68 0,04
0,40 5,15 2,06
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En el caso del costo asociado a las vinazas, al ser un residuo agroindustrial este valor se reduce
a los costos logisticos de recolecciéon y transporte a la planta de produccidn del biofertilizante.
La estrategia elegida para no incurrir en este tipo de gastos es la ubicacién de la planta de
produccién dentro de los ingenios azucareros que estan produciendo constantemente dicho
residuo. Algo similar sucede con los costos asociados a distribucién del producto terminado,
pues como se menciono en la seccién 1.7, actualmente existe la infraestructura de distribuciéon
de vinazas crudas sobre los cultivos alenados debido a que es la forma de disposiciéon mas

recurrente en los ingenios.

Como se evidencia en la Tabla 6-2, los costos por insumos en la produccion del biofertilizante
son muy bajos con respecto a la produccion del fertilizante comercial. Sin embargo, el tiempo
de fermentacion requerido para obtener 3 litros de fertilizante en la escala trabajada en este
estudio corresponde a 17 dias, los cuales tienen consumo continuo de calentamiento, agitacion
y aireacion. Después de realizar los calculos descritos en la seccidon 2.5 se obtienen los

resultados mostrados en la Tabla 6-3.
Tabla 6-3. Costos de operativos para 1 litro de Biofertilizante [123].

COSTOS DE OPERACION kWh COP/kWh  COP

Temperatura (30°C) 0,98 496,19
Agitacion (150 rpm) 0,43 506,32 217,72
Aireacion (3,4 L/min) 0,42 212,65

TOTAL 926,56

Finalmente, teniendo en cuenta los costos operativos, la suma total da un valor de 941,94 COP
por cada litro de biofertilizante en comparacién con 3.362,12 COP que cuestan solo las
materias primas para la elaboracién de un litro de Crecifol®. Ahora, en el caso de vender este
biofertilizante a 13.000 COP, lo cual es un valor por debajo de la competencia, se obtendria una
brecha econdmica hasta el momento de 12.058 COP. Considerando ademas las repercusiones
positivas ante los organismos de regulaciéon ambiental en los ingenios azucareros y la

recuperacion parcial de los suelos saturados de nutrientes no asimilables por las plantas.






7. Conclusiones

G. diazotrophicus es una bacteria con capacidad de adaptacién a medios hostiles como la vinaza
en concentraciones de hasta 50%. Ademas, es un microorganismo capaz de producir auxinas
como el AIA, el cual tiene diversas funciones como promotor en el crecimiento de las plantas.
El producto obtenido de las fermentaciones es una mezcla de factores con alto potencial
biofertilizante, pues ademas del AIA presente en su composicion, el microorganismo en si

mismo es benéfico al momento de establecer una colonizacién en las raices.

Se desarroll6 una técnica econémica, practica y sencilla para la medicion del AIA presente en
los mostos fermentados. La corroboracion realizada por la técnica de HPLC muestra que los
resultados obtenidos por la metodologia espectrofotométrica modificada no son tan lejanos de

lo real y ademas son independientes de la concentracion de AIA presente en el medio.

Los disefios experimentales desarrollados en este estudio sefialan que la combinacién entre
una correcta aireaciéon y un pH adecuado generan los mejores rendimientos en la produccion
de un biofertilizante con alta concentracién de AIA. Adema4s, sugieren la ampliacion de la

investigacién utilizando un rango superior en la aireacion del reactor.

Los tratamientos de irrigacion de plantas de tomate y girasol con el biofertilizante producido
por G. diazotrophicus en vinazas azucareras se presentan como una excelente alternativa
industrial de produccién de biofertilizantes que actian in situ. Debido a que estos promueven
el crecimiento de las plantas irrigadas a través de la interaccion permanente biofertilizante-
planta y no como la simple adicién de agroquimicos como se realiza en la actualidad. La
implementacion de un residuo industrial azucarado como medio de cultivo para G.
diazotrophicus implica dos impactos ambientales positivos: el aprovechamiento alternativo de
un residuo que se produce en grandes cantidades actualmente y la generacion de un producto

de valor agregado para la industria agricola.
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Las variables de crecimiento de los cultivos de tomate y girasol demostraron la capacidad
fitoestimulante de la bacteria estudiada a través de sus correspondientes metabolitos
indélicos, entre ellos el AIA. Ademads, se demostré la influencia negativa de las vinazas al
momento de una irrigacién directa. En adicion, se concluye que la concentracion inicial de
vinazas es entre otras, una variable significativa no s6lo en la produccién de biomasa y AIA,

sino también al momento de ser aplicado a los cultivos como fertilizante.

A través de este estudio se comprueba el efecto indeseable al momento de utilizar las vinazas
como sustrato, debido a las alteraciones en la calidad y capacidad de produccion en el cultivo
de tomate. Muy seguramente la concentraciéon de 50% usada en los experimentos fue muy
elevada y por tal motivo las plantas se vieron criticamente afectadas con dicha irrigacion. Se
hace necesario resaltar en este punto que una accién colateral del microorganismo sobre las
vinazas es la reduccién de su elevada carga orgdnica y por ende una disminucién en su

toxicidad.

En el ambito industrial, este estudio deja suministros importantes en cuanto a la produccién a
mayor escala de un producto de alto valor agregado cuyo mercado tiende a aumentar
progresivamente a través de los afios. Los cultivos analizados son simplemente un abrebocas
de la amplia gama de plantaciones de interés industrial que se pueden ver favorecidos con la
aplicacion de este biofertilizante. Sin embargo, la aplicaciéon del biofertilizante sobre estos
cultivos muestra cifras significativas para el sector agricola colombiano e invitan a dar una

mirada a las nuevas plataformas de fertilizacion sostenibles.



8. Perspectivas futuras

El campo de los biofertilizantes ha cobrado gran importancia los ultimos afios y esta tesis al
igual que otros estudios, muestran el gran potencial que supone el uso de fertilizantes de tipo
bioldgico. La amplia gama de microorganismos capaces de promover el crecimiento de las
plantas a través de interacciones endofitas en compaiiia de la produccién de una gran variedad
de fitohormonas, hacen mucho mas interesante este campo de accién en la actualidad. Este
estudio demuestra el potencial de uno de esos microorganismos (G. diazotrophicus) y se limito
al estudio de sélo uno de los cientos de compuestos quimicos que al igual que AIA son capaces
de generar un cambio significativo en cultivos de interés agroindustrial. Para estudios futuros
se propone el estudio minucioso de microorganismos con facultades similares a la de G.
diazotrophicus y la produccién de no solamente AlA, sino de todas aquellas sustancias con
capacidad hormonal activa en plantas. Ademas, este estudio puede ser complementado
ampliando el rango de trabajo en el flujo de aireacién con el fin de obtener una mejor

aproximacion de los variables que mejoran la fermentacion.

El consumo de sustrato fue una variable de alta complejidad en el estudio debido a que no se
conocia a ciencia cierta los componentes presentes en las vinazas. Es interesante realizar
estudios de caracterizacion mas profundos de las vinazas con el fin de entender mejor el
desarrollo de la fermentacién y obtener cinéticas microbianas que permitan modelar el

proceso de bioconversion realizado por G. diazotrophicus.

En este estudio solo se propuso el uso de la relaciéon 50:50 entre el biofertilizante y el
fertilizante comercial, tratando de demostrar un efecto sinérgico. Segtin los resultados de
algunas variables de crecimiento seguidas en las plantas aparentemente existe dicha sinergia
entre los dos tratamientos. Por lo tanto, se hace interesante desarrollar un disefio
experimental con el fin de obtener la relacién que mejore los resultados a escala invernadero.

Desde el punto de vista ingenieril también seria interesante evaluar el posible escalamiento
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industrial previendo el gran mercado que se pronostica para este tipo de productos en el
mercado mundial. Finalmente, es de gran importancia evaluar el comportamiento del
biofertilizante en otros cultivos de interés industrial como el café, cacao, palma, cafia de aztcar

y aguacate los cuales tienen alto porcentaje de hectareas sembradas en el pais.

Al tratarse de un producto bioldgico con carga microbiana viva surge la necesidad de realizar
un estudio de vida util del biofertilizante terminado, para el caso que sea rentable su
distribucién en empaque. Teniendo en cuenta que el empaque y las condiciones de
almacenamiento deben estar disenados para que se preserve, tanto el AIA como la

supervivencia de la mayor cantidad de biomasas posible.

Para completar este estudio seria interesante realizar un analisis técnico-econémico riguroso
entre la produccion del fertilizante comercial y la produccion del biofertilizante propuesto en
esta tesis. De esta manera se puede evaluar con mayor detalle la rentabilidad del proceso
biotecnolégico teniendo en cuenta que los gastos asociados a materias primas se reducen

debido a que la fuente de carbono es un residuo agroindustrial.
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