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Introduccién

Es ampliamente conocida la importancia del nitrégeno en el
crecimiento y desarrollo de las especies vegetales, pues lo
necesitan en cantidades relativamente grandes (75-150 kg de N
ha); sin embargo, su disponibilidad en el suelo es baja debido a
las condiciones de este y al clima, por lo cual, en la mayoria de
los casos, se requiere adicionar fertilizantes nitrogenados para
obtener una alta productividad en los sistemas de produccion
agropecuarios. Adicionalmente, el alto precio de los fertilizantes
de sintesis quimica y sus efectos sobre el ambiente han hecho
que se planteen alternativas mas sostenibles para suministrar el
nitrégeno que requieren los cultivos. En la Figura 6.1, por ejemplo,
se presenta un promedio histérico del precio de la urea en los
ultimos 20 anos, y se puede observar que, en los ultimos 10 anos,
el precio se ha incrementado en un 50 %. Segun la base de datos
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, desde
2016 el precio ha venido aumentando ano a ano en un promedio
del 25%, y en Colombia este precio es superior en un 30 0 40%
(Jensen et al., 2012).

El nitrégeno se encuentra principalmente en la atmdésfera en
forma de N,, y es necesario emplear el proceso Haber-Bosch
para romper el triple enlace que une a las dos moléculas de
nitrogeno, lo cual requiere de altas temperaturas y presiones
y conlleva un alto impacto ambiental negativo por el uso de
combustibles fésiles. Una alternativa para suplir las necesidades
de este importante nutriente es su fijacidn bioldgica, fendmeno
que permite la transformacién del nitrégeno elemental del
aire (N,) en formas asimilables por las plantas. El proceso de
fijacidn bioldgica de nitrégeno es llevado a cabo por una gama
relativamente amplia de microorganismos procariéticos, entre los
cuales se encuentran géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azotobacter, Azospirillum y Herbaspirillum (Laranjo et al., 2014;
Thilakarathna & Raizada, 2017).

Debido al alto costo de los fertilizantes nitrogenados en Colombiay
a la marcada dependencia que tienen los cultivos de este nutriente,
se hace necesario masificar la utilizacion de los biofertilizantes.
Desde hace varias décadas, el Instituto Colombiano Agropecuario
(ica) y la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) han trabajado en los procesos de evaluacion, seleccidn,
produccién masiva, formulacion y escalamiento de cepas fijadoras
de nitrégeno para diferentes cultivos como sustituto de los
fertilizantes nitrogenados.
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® Figura 6.1. Precio de la urea, 2001-2021.
Fuente: www.indexmundi.com
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Desarrollo de medios de cultivo,
formulaciones y control de
calidad de biofertilizantes

En el desarrollo tecnolégico de un biofertilizante se
deben surtir varias etapas relacionadas principalmente
con la estandarizaciéon de la produccién masiva del
microorganismo, mediante procesos de fermentacidn,
para asegurar cantidades adecuadas de biomasa
microbiana para los procesos de formulacion y control

de calidad del bioproducto terminado. La idoneidad y
experticia del equipo involucrado en todas las etapas del
desarrollo tecnoldgico permitira asegurar la obtencion
seguro, estable en
almacenamiento y con resultados reproducibles en el
tiempo cuando se aplica en campo.

de un biofertilizante eficiente,
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Procesos de
fermentacion

En general, el tipo de fermentacién mas usado para
la produccién masiva de biomasa de microorganismos
biofertilizantes es la fermentacidn liquida, ya que este
sistema es altamente homogéneo y facilita un control
riguroso de las variables criticas del proceso, como
la agitacién, la concentracién de oxigeno disuelto
y la temperatura. El fermentador tipo reactor de
tanque agitado convencional (sTR, por sus siglas
en inglés), con turbinas Rushton, es la eleccion mas
utilizada, ya que genera unos patrones de flujo y de
mezcla radiales bien definidos, que favorecen la
obtencion de altos valores del coeficiente volumétrico
de transferencia de masa (k a). Ademas, la mayoria
de los microorganismos biofertilizantes toleran los
esfuerzos cortantes generados dentro de esta clase de
sistemas, sin que se afecte su viabilidad o velocidad
especifica de crecimiento.

Desarrollo de
medios de cultivo

y estandarizacién a
escala de laboratorio

A nivel de laboratorio, para el crecimiento de los
microorganismos que sirven como principio activo de
los biofertilizantes, es usual trabajar con medios de
cultivo bien definidos (yeast extract mannitol, Ashby,
Okon, Pikovskaya, etc.), que brindan rendimientos de
biomasa adecuados para llevar a cabo bieonsayos in
vitro y otros experimentos pequenos que no requieren
mas de un litro de caldo de fermentacion. Sin embargo,
cuando el objetivo es escalar los procesos a nivel
piloto o industrial, el diseno y estandarizacién de un
medio de cultivo especifico para cada microorganismo
toma relevancia, ya que criterios como la economia,

la eficiencia en la produccion del ingrediente activo, la
disponibilidad en cantidades significativas (kilogramos
o toneladas) durante todo el afo, la compatibilidad con
el ingrediente activo y la pureza, entre otros, deben
tenerse en cuenta para la selecciéon de las materias
primas de los medios de cultivo.

En esta etapa se aplican disenos estadisticos de tipo
exploratorio (como Plackett-Burman, factoriales
fraccionados, entre otros) con el fin de seleccionar,
a escala de laboratorio, los componentes del medio
que tienen un efecto significativo sobre la variable
de respuesta, asi como para definir los rangos de
concentracién promisorios, que deben ser optimizados
en etapas posteriores.

Optimizacién del
medio de cultivo

En la fase de optimizacién, el investigador debe
manejar y gestionar software especializado en diseno
de experimentos u otras herramientas estadisticas de
analisis que le permitan llevar a cabo laimplementacién
experimental a escala de laboratorio con un uso
eficiente de los recursos (tiempo, equipos, personal).
El desarrollo exitoso de este tipo de estrategias
experimentales asegura la obtencidn de un medio de
cultivo 6ptimo en funcién de las variables de respuestas
de interés, tanto cualitativas como cuantitativas,
asociadas al microorganismo biofertilizante en
cuestion. Por ejemplo, para la optimizacién del medio
de cultivo de un biofertilizante a base de Azotobacter
chrooccocum, se aplicé un disefo Box-Behnken en el que
se evaluaron tres factores nutricionales en tres niveles
y se generd un modelo polinomial de segundo orden
para maximizar la produccién de biomasa viable; este
modelo explicé el 90,06 % de la variabilidad presentada
durante la experimentacion, y con los valores 6ptimos
de los tres factores nutricionales se predijo un valor
optimo de 6,1 x 10° urc mL™" de A. chrooccocum (Moreno
etal., 2011).
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Cambio de escala del
medio de cultivo

Antes de que la aplicacién de un biofertilizante sea factible
en areas de cultivo amplias, debe surtir un proceso de
cambio de escala —“escalamiento hacia arriba"— que
asegure que el comportamiento del microorganismo
dentro del sistema de fermentacion es similar
independientemente de la escala aplicada, con el fin de
asegurar que los rendimientos obtenidos en el laboratorio
se puedan reproducir en escalas superiores (piloto o
industrial), y obtener asi las cantidades necesarias para
este tipo de aplicaciones.

Generalmente, en funcién de la facilidad y economia del
proceso, se genera una estrategia de cambio de escala a
nivel de laboratorio (~10 litros), cuya reproducibilidad se
valida posteriormente a escala piloto (100-200 litros) o
directamente a escalaindustrial (>500 litros). La estrategia
de cambio de escala debe tener en consideraciéon dos
grandes componentes: aspectos técnicos y aspectos de
ingenieria del proceso de fermentacion, los cuales deben
ser tenidos en cuenta de manera simultdnea durante todo
el trabajo experimental.

Aspectos técnicos del proceso de fermentacion: En esta
categoria se debe analizar el efecto de componentes y
procesos que pueden tener un efecto significativo sobre
la variable de respuesta a escala industrial, tales como
grado de pureza y manejo de materias primas, desarrollo
de indculos, esterilizacion de materiales y equipos,
implementacion de sistemas cIP (cleaning in place), entre
otros (Ali et al., 2018; Crater & Lievense, 2018).

Aspectos de ingenieria: En esta categoria se analiza el
efecto de las variables criticas que se han identificado,
para conocer si afectan significativamente el proceso de
fermentacion, asi como de las variables de respuesta
definidas. Estas variables criticas se denominan criterios
de escalamiento y se analizan en profundidad mediante
planificados para
generar modelos predictivos o correlaciones empiricas

experimentos cuidadosamente
de cambio de escala que permitan hacer un analisis
detallado del fenémeno en escala de laboratorio y su
posterior validacién a escala piloto.

Las herramientas mas usadas para generar estrategias
de escalado son:

Diseno de experimentos cldsico mediante la
aplicacidn de técnicas de optimizacion.

Uso de nimeros adimensionales.

Correlaciones empiricas.

SACNO)

Para la aplicacién de la estrategia seleccionada, es
esencial usar, en primera instancia, un criterio de
similitud geométrica entre los fermentadores usados en
las dos escalas y aplicar uno o mas criterios adicionales
gue se relacionan con la transferencia de masa y de
calor, la hidrodinamica o la fisicoquimica de los procesos
aerobios; entre estos criterios se encuentran los
siguientes (Crater & Lievense, 2018):

Potencia por unidad de volumen (P/V).

Tiempo de mezcla (t ).

Coeficiente volumétrico de transferencia de
masa gas-liquido (k; a).

IGIOIS

v

Velocidad de punta del impulsor (nD).

Retencién de gas (g).

Presion hidrostatica en el liquido (P).

©®

En la tabla 6.1 se presentan algunos ejemplos de
escalado hacia arriba aplicados para la produccién de
microorganismos biofertilizantes.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



; 165

® Tabla 6.1. Ejemplos de microorganismos con capacidad biofertilizante
escalados

Microorganismo evaluado: Azospirillum sp., cepa 8-Inica
Criterios de escalamiento aplicados™: Numero de aireacién

(N, = Q/n*D/); nimero de Reynolds (Re = neD,*ep/p), y nimero de potencia
(Np = Pg/r°n3°Di5)

Volumen final: 5.000 L

Referencia: San Juan et al. (2013)

E Microorganismo evaluado: Rhizobium sp. AC1 y
Agrobacterium pusense AC10
Criterios de escalamiento aplicados*: Numero de Reynolds
(Re = neDep/p)
Volumen final: 100 L
Referencia: Quiroga-Cubides et al. (2017)

* Ademis del criterio de similitud geométrica entre los biorreactores de las dos escalas.
Nota: Q: flujo volumétrico de aire (L. min-'); n: velocidad del impulsor (rpm); D:
didmetro del impulsor (m); p: densidad del liquido (kg/m?); w: viscosidad del liquido (kg
m-s-); Pg: potencia gaseada (kg m-s-').
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Los biofertilizantes se
definen como indculos
fiingicos o bacterianos que,
al ser aplicados a las plantas,
permiten incrementar

la disponibilidad de los
nutrientesy su utilizacion
por parte de estas.

Formulacion de los
biofertilizantes

Los biofertilizantes pueden también definirse como bioestimulantes
microbianos que mejoran la eficiencia en la nutricién de las plantas (Du Jardin,
2015). En la formulacidn, el ingrediente activo ejerce la actividad bioldgica, que
es, en este caso, hacer disponibles elementos nutricionalmente importantes
para las plantas que no se encuentran disponibles para su asimilacion, a través
de procesos bioldgicos (Vessey, 2003). En general, la formulacién ideal debe
cumplir con los siguientes criterios: 1) estabilizar al microorganismo y extender
su vida util; 2) proteger al ingrediente activo de factores ambientales externos
en el sitio blanco de accién, y 3) facilitar la aplicacion del biofertilizante en
condiciones de campo (Burges, 2012; Hermann et al,, 2015). Sin embargo, en
muchos paises, los biofertilizantes desarrollados y comercializados no cumplen
con parametros de calidad, lo que causa inconsistencia en los resultados de su
actividad bioldgica en campo, y esto produce una baja adopcién a nivel comercial
(Herrmann & Lesueur, 2013; Yadav & Chandra, 2014). Esta situacion resalta la
importancia de seguir un proceso de desarrollo riguroso tanto en la etapa de
produccién del microorganismo como en la etapa de disefio y desarrollo de la
formulacion, controlando todas las operaciones realizadas y llevando a cabo
los controles de calidad pertinentes en cada una de ellas. En la Figura 6.2 se
resumen algunas de las actividades que forman parte de la etapa de disefio y
desarrollo de una formulacion.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



m Figura 6.2. Etapas requeridas en el proceso de disefio y desarrollo de una formulacién

para un biofertilizante.
Fuente: Elaboracién propia

Evaluacién de
caracteristicas del
microorganismo a utilizar
como ingrediente activo
frente a factores como pH,
humedad, temperatura,
radiacion ultravioleta

Preformulacion

Preseleccion de
coadyuvantes de acuerdo
con su funcién en
la formulacion

Evaluacion de
caracteristicas de
los coadyuvantes de
formulacion

Compatibilidad del
coadyuvante seleccionado
con el microorganismo

Formulacion

Estabilidad en
almacenamiento, seleccion
de envase, vida util

Diseno de prototipos de
formulacién

Elaboracion de prototipos
de formulacion

Caracterizacion de
prototipos de formulacién
(Microbioldgica,
fisioquimica y biolégica)

Formulacion final
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Diversas formulaciones de biofertilizantes han sido
desarrolladas a nivel mundial (Tabassum et al,, 2017), y
en la actualidad el reto es que estos productos mantengan
una alta viabilidad durante el almacenamiento (uno o dos
anos a temperatura ambiente) y en el sitio de aplicacion
(Lobo et al., 2019). En general, las formulaciones a base de
microorganismos con potencial biofertilizante son liquidas
o soélidas (Oliveira et al., 2017), con una concentracién entre
1x107y 1x10° urc mL" 0 g' (Malusa & Vassilev, 2014). Otro
enfoque considera el nUmero de células viables por semilla
después de la aplicacion, el cual se encuentra en el orden de
entre 1x10%y 1 x 105, de acuerdo con el tamafio de la semilla
(Bashan et al., 2014; Bharti et al., 2017). Las formulaciones
liquidas corresponden al medio de fermentacién completo
o a la suspensién del microorganismo mezclado con
agua, aceite o sustancias poliméricas y surfactantes,
para incrementar su adherencia, estabilidad y capacidad
de dispersion (Lee et al., 2016), mientras que en las
formulaciones sélidas se emplean soportes inorgdnicos u
organicos, para obtener granulados o polvos (Adholeya &
Das, 2012; Malusaetal., 2012). Comunmente, en el mercado,
la mayoria de los biofertilizantes se encuentran formulados
como liquidos, ya que su proceso de elaboraciéon es mas
sencillo y tienen un menor costo en comparacién con las
formulaciones sélidas (Kumaresan & Reetha, 2011).

En Colombia, a diciembre de 2018, de acuerdo con el ica
(2018), se encontraban registradas como inoculantes
biolégicos aproximadamente 75 formulaciones, a base de
microorganismos solos o en mezcla, de los géneros Bacillus,
Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Saccharomyces,
Bradyrhizobium, Acetobacter, Geotrichum, Azospirillum,
Lactobacillus, Trichoderma, Rhodopseudomonas, Glomus,
Acaulospora, Gigaspora, Penicillium y Scutellospora. De
estos inoculantes, el 61,33 % correspondié a formulaciones
liquidas(concentrados solubles, suspensiones concentradas
y suspensiones liquidas), y el 38,66%, a formulaciones
solidas(sustratos sélidos, polvosygranuladosdispersables).
Aunque la mayoria de los biofertilizantes registrados a
nivel mundial corresponden a formulaciones liquidas o
solidas (polvos y granulados), se evidencia que hay nuevas
tendencias en la investigacion y el desarrollo de este tipo de
productos que buscan sustituirlas en un futuro por medio
de la obtencién de formulaciones innovadoras, como, por
ejemplo, matrices de liberacidn controlada o hidrogeles a
base de polimeros o materiales poliméricos (Da Silva et al.,
2012).En estas nuevas formulaciones, los microorganismos
son inmovilizados en matrices, por lo que presentan mayor

viabilidad en condiciones de almacenamiento, en el suelo

o en el sitio blanco de accién sobre la planta (Marcelino
et al., 2016; Schoebitz et al., 2013). En 2016, Marcelino y
colaboradores desarrollaron una espuma biodegradable
a base de Azospirillum brasilense con el objetivo de que se
formara una biopelicula en el momento de su aplicacién.
Uno de los prototipos que ellos desarrollaron fue estable
durante cuatro meses de almacenamiento a temperatura
ambiente y aun diez dias después de su aplicacion en el
suelo, lo que sugiere que este tipo de formulacién protegid y
aportd nutricionalmente al microorganismo, permitiéndole
mantenerse activo, en comparacién con biofertilizantes
liquidos a base de A. brasilense. Asimismo, Perez et al.
(2018) desarrollaron macrocapsulas de almiddn y quitosan
a base de A. brasilense y Pseudomonas fluorescens; esta
matriz polimérica fue estable durante doce meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, conservando la
viabilidad de las bacteriasen 1x10° uFc g’y 1x 108 UFc g,
respectivamente.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



El aseguramiento de
la calidad es uno de los
principales factores en

el proceso de produccion

y comercializacion de
biofertilizantes, pues permite
asegurar la eficacia del
producto a los consumidores
finales (Benintende, 2010;
Herrmann &3 Lesueur,
2013; Lupwayi et al., 2000;
Vessey, 2003; Younyg, 2007).

Control de calidad de
los biofertilizantes

Asegurar los estandares de calidad exigidos para el producto y mantener
controlados los puntos criticos de la producciéon deben ser los principales
objetivos a la hora de elaborar un bioproducto (Herrmann & Lesueur, 2013;
Lupwayi et al., 2000; Sun et al., 2006). Para asegurar la calidad del producto
y detectar a tiempo inconsistencias durante la produccién, se le deben
realizar controles de calidad al banco de trabajo o la cepa madre durante su
almacenamiento, en el proceso de seleccion de coadyuvantes de formulacion
y durante la elaboracién del producto final (Deaker et al., 2011; Lupwayi et al.,
2000; Sethi & Adhikary, 2012).

El control de calidad que se realiza al banco de trabajo o la cepa madre
consiste en la determinacion de su viabilidad celular y su pureza (Herrmann
& Lesueur, 2013; Lupwayi et al., 2000; Sun et al., 2006). En general, se espera
que la cepa (o cepas) seleccionada como principio activo del bioproducto tenga
la habilidad de ser cultivable y que sea genéticamente estable (Herridge et al.,
2002). Durante la produccion del principio activo (caldo de cultivo), se efectua
el conteo de células totales y se determina la viabilidad celular, la pureza
y algunas caracteristicas fisicas y quimicas vinculadas con la produccién
de metabolitos de interés (pH, concentracion de biopolimeros, enzimas,
etc.) o la presencia de contaminantes. Finalmente, al producto terminado,
independientemente de la matriz en la que se encuentre, se le determina el
nimero de células viables, la pureza y las propiedades fisicoquimicas que
aseguran la estabilidad de la formulacion, y también se realizan pruebas
bioldgicas o bioquimicas para verificar la actividad biofertilizante del producto
(Herrmann & Lesueur, 2013; Lupwayi et al., 2000; Sun et al., 2006).

Entre las técnicas mas empleadas para la cuantificacion celular directa, se
encuentra el conteo en cdmaras Thoma, Petroff-Hausser o Neubauer; en el
conteo indirecto se emplea la densidad 6ptica y la turbidez (Lupwayi et al., 2000;
Sun et al., 2006; Thompson, 1984). Asimismo, se utilizan técnicas inmunoldgicas
y de cuantificacion por real time-PcRr (real time-polymerase chain reaction) (Deaker
et al, 2011; Hermann et al., 2015; Herrmann & Lesueur, 2013; Lupwayi et al,,
2000; Thompson, 1984). En el caso de la viabilidad celular, se ha desarrollado
una amplia gama de métodos, siendo los mas empleados 1) el recuento en placa
de Petri con medios selectivos, utilizando las técnicas de siembra por extension,
microgota (Miles et al., 1938) o vertido en placa, y 2) la fermentacién en mdltiples
tubos, como el método del nimero mas probable (Deaker et al., 2011; Hermann
et al, 2015; Lupwayi et al., 2000). Actualmente, se ha aumentado el uso de
técnicas inmunoldgicas asociadas a cultivos en medios selectivos (Deaker et al.,
2011; Hermann et al,, 2015; Lupwayi et al., 2000).
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La pureza del principio activo, del caldo de cultivo o
del producto terminado es un pardmetro de control de
calidad importante debido a que los microorganismos
contaminantes compiten por espacio y nutrientes
y pueden llegar a producir compuestos toéxicos
como mecanismo de defensa (Herrmann & Lesueur,
2013). Los procedimientos mas empleados para la
determinacién de contaminantes son latincién de Gram
(pared celular) (Deaker et al., 2011; Sun et al., 2006;
Thompson, 1984) y el recuento en placa con medios
como agar nutritivo (AN) y agar glucosa peptona, para
el conteo de cepas bacterianas; PDA (potato dextrose
agar) y agar Rosa de Bengala, para cepas fungicas, y
YM (yeast mold), para levaduriformes (Lupwayi et al.,
2000; Thompson, 1984).

Durante la producciéon del principio activo y en el
producto terminado, es frecuente que se evallen
variables fisicoquimicas como pH, viscosidad, contenido
de humedad y tamano de particula. En algunos casos, el
pHsuele serunindicador de presenciade contaminantes
y, por lo tanto, se emplea como parametro critico en
los procesos de fermentacion (Herrmann & Lesueur,
2013; Sun et al., 2006; Thompson, 1984). El contenido
de humedad, por su parte, es un parametro que permite
controlar la actividad de agua del producto terminado, y
de este modo se previene la apariciédn de contaminantes
(Sun et al., 2006).

La evaluacién de la actividad bioldgica corresponde a uno
de los parametros de calidad mds importantes dentro de
la produccién de inoculantes microbianos, ya que gracias
a esta se definen la eficacia del bioinsumo y la estabilidad
de la actividad bioldgica del principio activo (Herridge et al.,
2002; Herrmann & Lesueur, 2013; Ohyama & Pham, 2006).
En general, la evaluacion de este parametro se puede
realizar por medio de ensayos en campo, estimando el
rendimientode la producciéndelcultivovegetal,lamedicion
del crecimiento vegetal y la absorcidn de nutrientes en
los cultivos (Kennedy, 2008; Ohyama & Pham, 2006). Por
otro lado, en el caso de los bioproductos que actdan como
fijadores de nitrégeno, se han venido empleando métodos
analiticos, entre los que se encuentran la actividad de
reduccion de acetileno (Eckert et al., 2001; Valero, 2003), la
actividad fijadora de "N, (Ohyama & Pham, 2006; Vose et

al., 1982), la prueba de produccién de H, (Witty & Minchin,
1998) y el método de concentracion relativa de nitrégeno
ureico (Herridge & Peoples, 1990; Kushizaki et al., 1964).
Asimismo, la estimacion de la actividad de solubilizacién
de fosfato se ha medido por métodos cualitativos con
siembra en medios selectivos, encontrando degradacién
de fosfatos insolubles por cambios de pH (Becerra et al.,
2011; Ohyama & Pham, 2006). La cuantificaciéon de esta
actividad se ha determinado por medio de la liberacion de
acidos organicos producidos durante la solubilizacién del
fosforo (Rodriguez & Fraga, 1999; Sharma et al., 2013), la
formacion de cromoéforos (Icontec, 2018; Ohyama & Pham,
2006), o mediante el analisis de la actividad fosfatasa a
partir de la reaccion con p-nitrofenil fosfato (Otalora
et al,, 2003). Para los microorganismos promotores de
crecimiento, se realiza la cuantificacidn de indoles totales
y 4cido indolacético (Icontec, 2018; Ohyama & Pham,
2006). En el caso de los productos a base de Rhizobium,
su actividad bioldgica es medida como su capacidad de
formacion de nédulos en el tallo de la planta hospedera,
método indirecto que permite la cuantificacion de los
microorganismos capaces de crecer en la planta (Ohyama
& Pham, 2006; Yadav & Chandra, 2014).

Como ejemplo de lo anterior, en AGROSAVIA, para
mantener la calidad del biofertilizante comercial
Monibac liquido, los controles de calidad se
efectian en la coleccion del banco de trabajo, en el
proceso de produccién del principio activo y sobre
el producto terminado. Las pruebas efectuadas en
el banco de trabajo consisten en identificar micro
y macroscépicamente las cepas de Rhizobium sp.
AC1 y Agrobacterium pusense AC10. La primera
caracterizacién se realiza por medio de la tincion de
Gram, y la morfologia de estas bacterias corresponde
a cocobacilos Gram-negativos, de aproximadamente 2
um (Figura 6.3a). Para la identificacion macroscépica,
se emplea el medio LG (N-free sucrose medium) (Turner
& Gibson, 1980), selectivo para bacterias diazétrofas.
Sus colonias son redondas, brillantes, convexas, lisas
y ligeramente viscosas (Figura 6.3b). Ademds, se
utiliza el recuento en placa para la cuantificacién de
contaminantes, empleando el medio AN, para el conteo
de bacterias, y agar Rosa de Bengala, para cuantificar
contaminantes fungicos y levaduriformes.
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® Figura 6.3. Control de calidad de Rhizobium sp. AC1'y Agrobacterium pusense AC10. a.

Identificacién microscépica; 4. Recuento en placa (microgota) en medio Le.
Fuente: Laboratorio de Microbiologia de Suelos de AGrosavia
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Durante el proceso de fermentacion de las cepas de A.
chroococcum, se verifica la pureza del caldo de cultivo
mediantetincionde Gram,y por medio de un potenciometro
se hace un monitoreo del pH, ya que,durante una adecuada
fermentacion de las cepas, este tiende a aumentar, asi
gue un cambio en este comportamiento puede ser debido
a la presencia de contaminantes en el medio de cultivo. Al
finalizar la fermentacion y antes de pasar a la etapa de
formulacion, se realiza una cuantificacién de las células
viables presentes, utilizando la metodologia de recuento
en placa por microgota (Figura 6.3b) (Doyle et al., 2001),

y se determina el contenido de contaminantes como se
explicé anteriormente. Finalmente, al producto terminado
se le realiza un proceso de control de calidad que
consiste en cuantificar células viables y contaminantes
y determinar el pH y la viscosidad, empleando métodos
potenciométricos y de viscosimetro rotacional de disco,
respectivamente. Con respecto a la actividad bioldgica,
esta se determina mediante el método de actividad
reductora de acetileno, procedimiento estandarizado en el
Laboratorio de Quimica de Suelos de AGRoSAvIA (Obando
Castellanos et al., 2010).
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La implementacién de estandares de calidad
permite verificar que los pardmetros evaluados
en el control de calidad sean adecuados a las
necesidades de los consumidores finales y
aseguren la eficacia del biofertilizante (Deaker
et al., 2011). Por otra parte, la regulacion
permite disminuir la competencia con productos
de baja calidad y mejorar la aceptacién y el
posicionamiento del producto en el mercado
(Herridge et al., 2002). Hasta el momento
no existen estandares de calidad definidos
globalmente, por lo que tienden a variar de pais
en pais (Benintende, 2010; Deaker et al., 2011;
Lupwayi et al., 2000; Stephens & Rask, 2000; Sun
et al,, 2006). Sin embargo, los valores minimos
actuales permitidos para biofertilizantes
corresponden a concentraciones entre 10¢y 10°
UFc g o mL? para productos recién elaborados
(Benintende, 2010; Lupwayi et al., 2000; Sethi &
Adhikary, 2012). En algunos paises se exige la
ausencia total de contaminantes, mientras que
enotros esta permitido un maximo del 0,001 % de
contaminantes con respecto a la concentracion
del principio activo o una concentraciéon maxima
de 10° uFc g' o mL™' (Benintende, 2010; Lupwayi
et al,, 2000; Sethi & Adhikary, 2012).

En Colombia, el registro y la vigilancia de estos
bioproductos estd a cargo del ica, que tiene en
cuenta los estandares de calidad sugeridos
en la Norma Técnica Colombiana (NTC) 5842,
“Bioinsumos para uso agricola. Inoculantes
biolégicos. Requisitos” (Icontec, 2018). En ella
se establece que los biofertilizantes deben
presentar una concentracién minima, antes de
su vencimiento, de 10* urc mL"' o g, y en el
caso de biofertilizantes a base de micorrizas,
entre 5y 10 esporas mL' o UFc g' por cada cepa
presente en el cultivo. En cuanto a la pureza,
estadebe ser mayoroigualal 95 %, conrespecto
a la concentracidn del principio activo, y poseer
una actividad bioldgica superior o igual al 90 %,
o estadisticamente significativa con respecto al
control. Las propiedades fisicoquimicas como
pH, contenido de humedad y densidad son
especificadas por cada productor.
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