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. INTRODUCCION

La introduccion de fertilizantes quimicos y posteriormente plaguicidas, la
utilizacion de hibridos de alto rendimiento y la mecanizacion de la agricultura
permitieron intensificar los sistemas productivos, abandonar la rotacién y pasar
al monocultivo, internacionalizandose el modelo exitoso de los paises
desarrollados e implantando "paquetes tecnoldgicos" en los subdesarrollados
(Gémez, 2000). Diversas investigaciones en las fincas de los agricultores, bajo
el primer Programa de Fertilizantes de la FAO durante 25 afios, en 40 paises,
demostraron que el aumento promedio de los fertilizantes para Triticum
aestivum “trigo”, fue de 60%, con variaciones segun la region, cultivo y pais
(IFA, 2002). Como contraparte a la “revolucién verde”, el hambre continua
amenazando, se marginé a la poblacién rural y se observan consecuencias
negativas en los ecosistemas, como erosion, salinizacion y pérdida de la
fertilidad de los suelos, destruccion de bosques, disminucion de la
biodiversidad, contaminacion de suelos y agua e intoxicacion con agrotoxicos

en los productores e inclusive en los consumidores (Gomez, 2000).



La agricultura organica es un sistema alternativo al convencional
0 moderno, que exige optar por otro sistema de produccion con el que se evite
o excluya el uso de fertilizantes quimicos, plaguicidas, reguladores del
crecimiento y aditivos sintéticos para la alimentacién animal. En este contexto,
las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, PGPR), constituyen biofertilizantes. Estas bacterias
de vida libre, asociadas a las raices, cerca, o incluso en el interior de los
tejidos, estimulan los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes, fijan nitrégeno
atmosférico, solubilizan fosfato, producen reguladores del crecimiento y
sideroforos, asi como también, reducen el ataque de microorganismos
patdgenos e insectos (Bhattacharyya & Jha, 2012; Hayat et al., 2010;
Hernandez et al., 2006; Martinez et al., 2010; Nihorimbere et al., 2011).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento incluyen entre otras,
especies de Azotobacter. Estas bacterias se encuentran presentes en la
mayoria de suelos, no obstante, sus poblaciones son minimas por lo que no
inducen efectos positivos visibles en cultivos agricolas, requiriéndose de
inoculaciones en las semillas o en la rizosfera para incrementar el desarrollo
vegetativo y rendimiento (Obando, 2012; Lara et al.,, 2011; Sachin, 2009;
Salhia, 2010; Velez & Orellana, 2010).

El incremento masivo de las PGPR se realiza en medios de cultivo
definidos como el Caldo Soya tripticasa y caldo nutritivo; sin embargo, éstos
tienen un costo elevado, por lo que su aplicacion es restringida. Se requiere
qgue los bioinoculantes sean producidos facilmente por la industria existente,
con una oferta y precio razonables. Una opcion viable para disminuir el costo,
en el incremento masivo de los microorganismos, es la formulacion de medios
de cultivo con base a sustratos naturales como Solanum tuberosum “papa”,
Ipomoea batatas “camote” y Hordeum vulgare “cebada” (Fernandez, 2010), asi
como también, pueden ser utilizados residuos solidos y efluentes industriales
(Rodrigues, 2005; Cordova et al., 2009). El desarrollo del medio de cultivo
implica el conocimiento de las necesidades metabdlicas del microorganismo a

multiplicar, para asi lograr el ambiente ideal para el crecimiento mediante la



seleccidon de los componentes a utilizar y la concentracién adecuada de éstos
(Loredo et al., 2004).

En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia se aislaron bacterias
de Azotobacter spp. de la rizésfera de malezas asociadas a Zea mays L.
‘maiz” y se determind en laboratorio e invernadero que son promotores del
crecimiento de las plantas; sin embargo, para su aplicacion fueron cultivadas
en medios de cultivo sintéticos, cuyo uso no es factible para una propagacion
masiva, requiriéndose la investigacion de sustratos economicos y disponibles.
En la region Lambayeque, la actividad agropecuaria es econémicamente muy
importante y genera productos y residuos que podrian ser utilizados para el
incremento masivo de las PGPR, disminuyendo los costos de produccién y
generando valor agregado en beneficio de los agricultores.

Por lo expuesto se planted la siguiente investigacion, cuyos objetivos
fueron formular diez sustratos naturales liquidos con recursos de bajo costo y
disponibles en la region Lambayeque; determinar el nUmero mas probable de
Azotobacter sp. nativa en cinco sustratos naturales liquidos, determinar la
concentracion celular de Azotobacter sp. nativa en cinco sustratos naturales
liquidos y solidos, seleccionar un sustrato natural liquido y uno sélido con base
a la mayor concentracion celular, cuantificar el acido indolacético producido,
nitrégeno fijado y fosforo solubilizado por Azotobacter sp. nativa reaislada de
los sustratos naturales liquido y sélido seleccionados; asi como también
determinar el poder germinativo de maiz por efecto de Azotobacter sp. nativa

cultivada en los sustratos naturales liquido y sélido seleccionados.



. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
2.1 Antecedentes de la investigacion

Con el objetivo de obtener mayor productividad y reducir los costos, se
investigd la utilizacion de residuos de industrias amilaceas para la produccion
de poli-3-hidroxibutirato, P(3HB) por Ralstonia eutropha. El cultivo de las
bacterias se realizé en frascos con agitacion constante (150 rpm), donde la
fuente de carbono fue un medio sintético con similares caracteristicas a los
residuos amilaceos y al inicio del proceso se suplementd con &cido oleico o con
aceite de soya. Cada 2 horas se tomaron muestras, para monitorear el
crecimiento celular, azucares reductores, nitrégeno residual y concentracion de
polimero. Se alcanzaron 46, 50 y 56% de P(3HB) con 0,22; 0,37 y 0,49 gL™ h™
de productividad con el residuo, después de 28 horas; con el residuo
suplementado con acido oleico después de 24 horas y con el residuo mas
aceite de soya, después de 22 horas, respectivamente. Se demostro que los
residuos amilaceos constituyen una fuente de carbono para el crecimiento de
R. eutropha y produccion de P3HB (Rodrigues, 2005).



Se investigo el efecto de diferentes componentes del medio de cultivo en la
produccion de alginato por A. vinelandii. Inicialmente la bacteria fue cultivada
con diferentes fuentes de carbono: fructosa, galactosa, glucosa, lactosa y
sacarosa y después se cultivd en suero de leche y jugo de cafia de azucar,
como fuentes alternativas. Las mayores concentraciones correspondieron a la
glucosa con 5,47 gL™ de biomasa y 3,08 gL™ alginato, seguido de la galactosa
(3,63 y 2,20 gL™) y fructosa (3,77 y 2,0 gL ™). Con la fuente de carbono
alternativa caldo Burk con jugo de cafia de azlicar, se alcanzaron 9,98 gL™ de
biomasa y 6,85 gL™ de alginato; no obstante, al caldo Burk — suero de leche le
correspondieron 6,68 gL™ de biomasa y 1,54 gL™ de alginato. Se concluyé que
el jugo de cafa de azucar es una fuente para la produccién de alginato por
A. vinelandii, superando en rendimiento y concentracion a la sacarosa utilizada

tradicionalmente (Cuesta et al., 2006).

Los biosurfactantes ofrecen ventajas frente a los surfactantes quimicos,
porque tienen baja toxicidad y biodegradabilidad, por lo que se investigo el
residuo de la obtencion de biodiesel a partir de semilla de Jatropha curcas L.
“piidn blanco”, como un sustrato para la produccion de estos polisacaridos por
Azotobacter vinelandii. El residuo presentd 24,60% de proteina cruda; 47,25%
de carbohidratos; 10,12% de fibra cruda y 5,54% de humedad, utilizdndose
como fuentes de carbono en las concentraciones de 0,5; 1,0; 1,5 y 2% p/v.
El bioproceso se llevé a cabo a temperatura ambiente y agitaciéon constante
(110 rpm) por 4 dias. La mayor produccién correspondié a 3,97 gL™ de
biosurfactante, obtenido con 1,5% de torta de semillas, concluyéndose que este
residuo puede ser utilizado para la produccibn a gran escala de

biosurfactantes, dandole un valor agregado al cultivo (Helmy et al., 2008).

El cultivo de Stevia rebaudiana es muy importante por la presencia de un
edulcorante en sus hojas, esteviésido y rebaudiésido, no cal6rico y 300 - 350
veces mas dulce gue la sacarosa. Con el objetivo de obtener un biofertilizante
para la produccion organica de este cultivo, se aisl6 Azotobacter de suelo
rizosférico, obteniéndose 15 cultivos, entre los que se selecciond A. nigricans,
debido a su mayor velocidad de crecimiento: 0,1405 h™, fase exponencial de
18 horas y una produccién de 38,4 mg mL™* de AIA a las 150 horas.
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Esta bacteria fue cultivada en medio leche y sintético, a 30°C, en agitacion
constante (120 rpm) durante 24 horas, obteniéndose 4x10* UFCmL™. El cultivo
se llevé a un volumen de 200 L para obtener una concentracién final de
10° UFCmL™ y se aplicé en el cultivo de S. rebaudiana, alcanzandose después
de 180 dias, 577 kg ha™ de biomasa, en comparacién con 497 kg ha™ en el
control. Debido a que el biofertilizante incrementé en 15% la biomasa de
S. rebaudiana se consider6 una alternativa para mejorar las condiciones

nutricionales del cultivo (Borda et al., 2009).

Con el objetivo de obtener biofertilizantes, se investigé la densidad de
Azotobacter y Azospirillum, asi como la cantidad de nitrdgeno en sustratos
naturales inoculados. En muestras de suelo rizosférico de Musa sp. se aislaron
tres cultivos de Azospirilum y tres de Azotobacter spp. con los que se
establecié un experimento con 15 tratamientos y dos factores: tipo de sustrato
(suelo - pollinaza, pinzote, pollinaza + suelo, pinzote + suelo) y tipo de
consorcio bacteriano (sin consorcio, con Azospirillum, con Azospirillun +
Azotobacter y con Azotobacter). Las bacterias fueron inoculadas en 500 g de
los sustratos con 32% de humedad. A los 60 dias, las mayores densidades
correspondieron a pinzote - Azospirillum, con 15x10° UFCg™ y pinzote - suelo -
Azotobacter, con 63x10* UFCg™ de biofertilizante. La mayor cantidad de
nitrégeno total fue 5,25% con suelo — pollinaza — Azospirillum — Azotobacter,
concluyéndose que esta formulacion es la mas adecuada para la obtencion de

un biofertilizante (Cordova et al., 2009).

Se realizd una investigacién con el objeto de determinar el efecto de tres
sustratos naturales (cebada, camote, papa) en distintas concentraciones
(10, 20, 30% y 20, 40, 60% p/v), tiempos (8, 24, 32 y 48 horas), temperaturas
(15, 23, 35 °C) y variables de agitacion (mecénica a 150 rpm, agitacion manual
y sin agitacion) en el incremento masivo de PGPR de Solanum tuberosum L.
"papa’. La medicion de la concentracion celular se realizé por el método de
recuento en placa; determinando que Bacillus pumilus A2-09/08,
Bacillus amyloliquefaciens B1-35/06 y Pseudomonas putida P1-20/08
alcanzaron porcentajes de incremento de 39243,0; 32601,9 y 46021,0%
respectivamente. Debido a sus ventajas como facilidad de adquisicién y
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almacenamiento y menor tiempo de coccion fue seleccionado el sustrato
natural cebada en la concentracion 30%, considerandose promisorio para el
incremento masivo de PGPR (Fernandez, 2010).

La utilizacion de biofertilizantes comercial requiere el desarrollo de
bioproductos competitivos respecto a los insumos quimicos tradicionales.
Se investigd la cinética del crecimiento de Bacillus megaterium BSFS vy
Sphingomonas paucimobilis BFS3 en un medio de cultivo definido, con cuatro
niveles de aireacion (0, 1, 2 ,3 vwm) y después en un medio de cultivo
alternativo, compuesto por melaza con 1y 3° Brix, hueso de bovino (5 gL™) y
urea (0,5 gL™) como fuentes de carbono, fésforo y nitrégeno, respectivamente.
En el medio de cultivo definido, con ambas bacterias, los mayores valores en la
velocidad de crecimiento y concentracion celular se alcanzaron con 1 vvm,
siendo de 0,74 h y 10,34 UFCmL™ para S. paucimobilis, asi como 0,73 h'' y
10,15 UFC mL™ para B. megaterium. Por su parte, el caldo melaza 1° Brix con
10,72 UFC mL™ (B. megaterium) y 10,74 UFCmL™ (S. paucimobilis) superé al
medio definido con 10,50 y 10,20 UFCmL™, respectivamente. Se concluyé que
la melaza es una alternativa para producir un inoculante con bajo costo de

produccion (Contreras et al., 2011).

La biomasa de Azotobacter chroococcum puede ser utilizada como
biofertilizante, por lo que se realizo la optimizacion de la produccién utilizando
diferentes medios y sistemas de cultivo. Se investigaron un medio
quimicamente definido y uno complejo, ambos con 20 gL™ de azlcar, en un
biorreactor tipo tanque con agitacién. El mayor rendimiento, Yx/s = 0,476 g g ™
y productividad Pr = 0,302 gL™ h™ se alcanzaron en el medio complejo, con el
sistema discontinuo “repetido”; en comparacion con el medio quimicamente
definido, con 0,223 g gt y 0,141 gL h™. Se concluy6 que este medio y el
sistema son los adecuados para el cultivo a gran escala de A. chroococcum,
porque se logré la mayor productividad y estabilidad en el bioproceso
(Damir et al., 2011).

Para incrementar Azotobacter sp. en sustratos con el menor costo posible,

se realizd un bioensayo con melaza y levadura bajo un disefio experimental
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completamente aleatorio, con arreglo factorial 4 x 2 mas el medio de referencia
con tres repeticiones. Los factores correspondieron a dos fuentes de carbono
(C1, C2)yde nitrégeno (N1, N2), cada una con dos niveles: un altode 1,59 vy
un bajo de 0,75 g para C1 y C2, asi como 0,075y 0,0375 g para N1y 0,6 y
0,3 g para N2. El medio de cultivo alternativo con mayor significancia después
de 24 horas fue T1 (1,5 g de melaza + 0,6 g de levadura para un volumen de
300 mL), en una concentracién de 9,31 E + 11 UFCmL™. Con la ecuacion de la
recta ajustada por el “minimos cuadrados” se encontr6 una velocidad
especifica de crecimiento (u) de 0,04761 h™ y un nimero de generaciones (n)
de 6,59; a diferencia, del medio sintético de referencia TO , que en el mismo
tiempo obtuvo 5,44 E + 11 UFCmL™ con una p de 0,0397 h y n de 5,21.
Se demostré posibilidad de utilizar la melaza y levadura para la produccion de

biofertilizantes (Hernandez et al., 2012).



.  MATERIALES Y METODOS

3.1Materiales
3.1.1 Material bioldgico
El material biolégico estuvo constituido por Azotobacter sp.UNPRG67 y

por sustratos naturales de la regién Lambayeque.

3.1.2 Poblacién y muestra de estudio
Se consideré como poblacién a las bacterias promotoras del crecimiento
de plantas de maiz aisladas y caracterizadas en la seccién de Biotecnologia del
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia y la muestra no probabilistica, por

conveniencia, fue una bacteria identificada como Azotobacter sp.UNPRG67.

3.2 Métodos
3.2.1 Variables en estudio
Independiente
Sustratos naturales.
Dependiente
Concentracion celular de Azotobacter sp.UNPRG67 (UFCmL™).



3.2.2Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis
El trabajo de investigacion fue experimental, conducido con un disefio

completamente aleatorio, DCA (Hernandez et al., 2003).

3.2.3 Obtencion de cultivo de trabajo
Azotobacter sp.UNPRG67 se cultivd en caldo nutritivo a 30 °C, 150 rpm,
durante 24 horas y luego en agar Ashby — Sacarosa, durante 24 horas.
A continuacion, se seleccionaron cinco colonias caracteristicas y se cultivaron
en agar nutritivo durante 24 horas, constituyendo los cultivos de trabajo, que se

incrementaron segun los requerimientos y se guardaron en refrigeracion (8 °C).

3.2.4Formulacion de medios de cultivo con base a sustratos naturales

Para determinar los componentes y formulacién de los medios de cultivo
para el incremento masivo de Azotobacter sp.UNPRG67 se realiz6 una revision
bibliografica. Tomando como criterio el bajo costo y la disponibilidad en la
region Lambayeque, se seleccionaron vainas de Prosopis pallida (H. et Bonpl.
ex Willd.) H.B.K. “algarrobo”, granos de Phaseolus vulgaris L. “frejol”, granos de
Zea mays L. “maiz”, granos quebrados o “fiielen” de Oryza sativa L. “arroz”,
mesocarpio de Cucurbita maxima “zapallo”, tallo subterraneo de
Solanum tuberosum L. “papa”, raiz de Ipomoea batatas L. “camote”, panca mas
melaza conocida comercialmente como “pancamel’, melaza, harina de

pescado, estiércol de pollo o pollinaza y estiércol de Cavia porcellus “cuy”.

En un primer ensayo se prepararon 15 sustratos liquidos (Tabla 1, figura 1)
se depositaron en cantidad de 100 mL en frascos de vidrio de 200 mL de
capacidad (Figura 2) y se esterilizaron en autoclave a 121°C, 1 atmésfera de
presion, durante 20 minutos. En un segundo ensayo se seleccionaron los cinco
sustratos liquidos en los que se alcanzé el mayor valor en el NMP mL™ y se
prepararon, suplementandolos con urea (0,01%) y ajustando el pH a 7. En el
tercer ensayo se prepararon los cinco sustratos liquidos, asi como también los
sustratos solidos mezclando 10 g de pajilla de arroz con 30 mL de sustrato
liquido. En los tres ensayos se utilizO como testigo sintético el medio mineral

sin nitrégeno, MMSM (Anexo 1).
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Tabla 1. Componentes y preparacion de los medios de cultivo en base a sustratos

naturales

Tratamientos

Componentes principales

Preparacion

T1

T2

T3

T4

TS5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

T13

T14

T15

Prosopis pallida L. “algarroba”

Phaseolus vulgaris L*frejol”

Pollinaza

Melaza

Pancamel

Zea mays L. “maiz”

Residuos de Oryza sativa L.
“arroz”( Nielen) + urea

Nielen + melaza

Phaseolus vulgaris L. “frejol”
+ estiercol de cuy

Melaza + urea

»

Prosopis pallida L. “algarroba
+ harina de pescado

Cucurbita maxima“zapallo”
+ melaza (30 %)

Solanum tuberosum L. “papa”
+ melaza (30 %)

Ipomoea batatas L. “camote”
+ melaza (30 %)

Estiercol de cuy + melaza
(30%)

Pesar 300 g de vainas de algarrobas trituradas (0.5 - 1 cm) y
hervir en 1000 mL de agua destilada durante 8 minutos. Filtrar en
gasa por dos veces y completar a 1000 mL con agua destilada.

Pesar 300 g de granos frejol previamente triturados (0.3 - 0.8cm)
y hervir en 1000 mL de agua destilada durante 8 minutos. Filtrar
en gasa por dos veces y completar a 1000 ml con agua destilada

Pesar 150 g de excremento de pollo, hervir en 1000 mL de agua
destilada durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces y
completar a 1000 mL con agua destilada.

Medir 1000 mL de agua destilada, agregar 50 mL de melaza.
Mezclar.

Pesar 300 g de pancamel (0.3- 0.5 cm) y hervir en 1000 mL de
agua destilada durante 8 minutos. Filtar en gasa por dos veces y
completar a 1000 mL con agua destilada.

Pesar 300 g de maiz triturado (0.2- 0.4 cm) y hervir en 1000 mL
de agua destilada durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos
veces y completar a 1000 mL con agua destilada.

Pesar 300 g de fiielen y hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces, completar a
1000 mL con agua destilada. Agregar 0.1 urea (45% N).

Pesar 300 g de fielen y hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces, completar a
1000 mL con agua destilada. Agregar 1 mL de melaza.

Pesar 150 g de frejol previamente triturado y 150 g de estiércol de
cuy, hervir en 1000 mL de agua destilada durante 8 minutos.
Filtrar en gasa por dos veces y completar a 1000 mL con agua
destilada.

Medir 1000 mL de agua destilada, agregar 50 mL de melaza y
0.1 g de urea (45% N).

Pesar 150 g de algarroba y 150 g de harina de pescado, hervir en
1000 mL de agua Durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos
veces, completar a 1000 mL con agua destilada.

Pesar 300 mL de zapallo y hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces y completar a
1000 mL con agua destilada. Agregar 1 mL de melaza.

Pesar 300 g de papa y hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces y completar a
1000 ml. Agregar 1 mL de melaza.

Pesar 300 g de camote y hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces y completar a
1000 ml. Agregar 1 mL de melaza.

Pesar 150 g de estiércol de cuy y hervir en 1000 mL de agua
destilada durante 8 minutos. Filtrar en gasa por dos veces y
completar a 1000 ml. Agregar 1 mL de melaza.
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Figura 1. Preparacion del sustrato Caldo algarroba (a) Pesado de la algarroba,
(b) Cocinado, (c) Filtrado, (d) Caldo algarroba.
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Figura 2. Sustratos naturales para el incremento masivo de Azotobacter sp.UNPRG67.
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3.2.5 Analisis fisico quimico de los sustratos naturales

Para determinar el contenido de carbono, nitrégeno y humedad se
realizo el andlisis fisico — quimico de los sustratos naturales investigados en el
laboratorio Colecbi S.A.C - Chimbote. La humedad se determind por el método
gravimétrico de la estufa y el contenido de ceniza por el método de incineracion
directa. Después, se calculé el contenido de materia organica, restando los
porcentajes de materia seca y ceniza. El valor obtenido se dividio entre
1,8 obteniendo el porcentaje de carbono. A su vez, el nitrdgeno se determind por

el método de Kjeldahl.

3.2.6 Numero més probable, NMP, de Azotobacter sp. nativa en sustratos

naturales liquidos

Para determinar el NMP de Azotobacter sp.UNPRG67 en los sustratos
naturales se realizaron dos ensayos. En ambos casos, la bacteria nativa se
cultivd en agar nutritivo durante 24 horas y después se obtuvo una suspension
bacteriana en solucion salina esterilizada (NaCl 0,85% p/v), que fue
centrifugada por dos veces consecutivas a 3000 rpm, durante 5 minutos y
luego fue resuspendida con solucion salina, estandarizando su concentracion a
9x10® UFCmL™ por espectrofotometria a 600 nm y recuento en placa vertida.
En el primero ensayo la suspension bacteriana estandarizada se inocul6 (1%)
por triplicado en 15 sustratos naturales liquidos (Figura 3), incubandose a
30 °C, 150 rpm, durante 24 horas.

Después de la incubacién, se determiné el numero de bacterias por el
método del nimero mas probable, descr