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INTRODUCCION

La necesidad de sustituir la agricultura converaioa base de agroquimicos por una
agricultura sostenible menos agresiva con el metibiente, ha llevado a la
investigacion y desarrollo de nuevos productos span biotecnoldégicamente viables
con un impacto minimo para el ecosistema y paraalad humana, permitiendo
aumentar la calidad nutricional y rendimientosaedultivos dentro de tecnologias mas
amigables con la naturaleza.

Una alternativa viable que contribuye favorableraamn este propdsito es el uso de los
biofertilizantes, los cuales recuperan la fertdidaproductividad del suelo y permiten
darle a las plantas los nutrimentos necesariosquacaecimiento contribuyendo en este
sentido a mejorar la calidad de los cultivos para@reduccion agricola. Desde el punto
de vista de una agricultura sostenible, los fedilies bioldégicos constituyen un medio
econdmicamente viable y ecolégicamente aceptabiedakir costos a los productores
con acceso limitado a fertilizantes de sintesisnga.

Por lo tanto, se hace necesario adoptar una egrate manejo sustentable a través de
mecanismos que favorezcan la implementacion dmdwsilantes biolégicos, buscando
opciones econdmicas las cuales promuevan la remudei los costos de su produccion.
Con esto, el mejoramiento del medio de cultivo eond® se desarrolla el
microorganismo resulta de gran interés al buscdenma primas innovadoras, de bajo
costo que sustituyan a los sustratos actualmeiitzadbs en el medio de cultivo Dygs,
para obtener una igual o mayor concentracion ddastéstable en el tiempo.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este fmabla investigacion es buscar un medio
de cultivo alternativo para la multiplicacion 8eospirillum brasilens€16, evaluando
sustratos de bajo costo que promuevan la producdnomasa en un menor tiempo
de fermentacion con relacion al medio de cultivay®yRodrigues Netet al., 1986),
empleando disefios estadisticos experimentalesiptaeminar la influencia de diversos
factores a diferentes concentraciones sobre ehteto maximo del microorganismo,
y en un futuro producir un inoculante con base astdyias del géneryzospirillumsp.,

a escala industrial con menor costo.



1. PROBLEMA

1.1 TiITULO

OPTIMIZACION DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCTON DE UN
INOCULANTE CON BASE ENAzospirillumbrasilenseC16.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La necesidad de aumentar la productividad agricwdiante el manejo intensivo de

fertilizantes de sintesis quimica, con el objefivinario de elevar los rendimientos de
las cosechas, ha generado cambios radicales earld&iones de vida de la microflora

del suelo, es decir, una destruccion de las asonie microbianas normales y cambios
en su actividad funcional y bioquimica. Dando cocemsecuencia la eutroficacion,

degradacion paulatina de la fertilidad de los sugloontaminacion del medio ambiente
incluyendo la obtencion de productos con menodadlipara el consumo humano y
animal (Celis & W. Koskinen, 2001).

Estudios de costos de produccion sefalan la reflueci la utilizacion de agroquimicos

por los agricultores en los dltimos ocho afos, dela los altos costos que generan
estos insumos para lograr el maximo rendimient®sdeultivos. Es por esto, que una
de las alternativas que puede contribuir con laniiscion de fertilizantes de sintesis
guimica es la generacién de técnicas de produ@éicola enfocadas al uso eficiente
de los recursos que tiendan a una agriculturarsbtgey de bajo impacto agricola. En

este sentido, el interés de adoptar tecnologiapidsn mediante el manejo de

microorganismos con potencial biofertilizante, secbnvertido en la mejor alternativa
para reducir estos impactos y asi mismo contritwain el mejoramiento de las

condiciones medioambientales, econdmicas y sodiaseg et al.,2003).

Para lograr este objetivo, una de las herramiergas puede favorecer la
implementacion de inoculantes bioldgicos, es el dsanecanismos que permitan la
produccion de estos insumos a bajo costo; por éoafjunedio de cultivo en el que se
promueve el crecimiento del microorganismo jueg@apel importante en la reduccion
de costos de produccion de un biofertilizante. Etlim de cultivo Dygs, que se utiliza
para la multiplicacion de bacterias pertenecieategéneroAzospirillumsp. presenta
inconvenientes a la hora de utilizarlo para un @socde produccion a escala piloto,
debido a que genera altos costos por los susijehol® reactivo que se emplean, baja



tasa de produccion de biomasa del microorganismiifigultades de contaminacion en
el manejo de este por ser un medio muy enriquespgofavorece el crecimiento de un
amplio rango de microorganismos con diferentes bodéitanos (Comunicacion
personal Dra. Vera Lucia Baldani-Embrapa).

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢La implementacion de fuentes nutricionales alteras de menor costo permitirdn una
produccion optima de biomasa Aleospirillum brasilens€16?

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General.Optimizar un medio de cultivo para la produccion ue
inoculante con base en bacteriasd@ospirillum brasilens€16.

1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar las fuentes de crecimiento que favorecesrdduccion de biomasa por medio
del disefio experimental Plackett-Burman.

Optimizar los resultados obtenidos del disefio enpmital Plackett-Burman, mediante
el diseiio de Box-Behnken.

Evaluar el medio de cultivo alternativo sobre Ilanética de crecimiento del
microorganismo vs el medio de cultivo de referencia

Evaluar la relacion costo-beneficio con base erestaudio econdmico del medio de
cultivo optimizado con relacién al medio de refeian

1.5 JUSTIFICACION

El uso de la fertilizacion de sintesis quimica aeirftrementado en los Ultimos afios
para asegurar la productividad y rendimientos decldtivos, o que ha provocado un
deterioro ecoldgico progresivo por el manejo inad€do de los mismos, generando



preocupacion por la contaminacion del ecosisternm@ender esta situacion, nos lleva
a buscar y desarrollar tecnologias limpias y mesastosas que permitan mejorar la
calidad de los cultivos supliendo los nutrimentesasarios para su produccion.

Por tal razén, se ha recurrido a la biotecnologia es una herramienta que permite
manipular microorganismos con potencial bioferitite, debido a que una de sus
principales funciones es suministrar nutrientes a@oeh nitrégeno, que se hace
disponible a las plantas mediante la accion deehast que habitan en el suelo
naturalmente con la capacidad de fijar el elempmtsente en la atmésfera y fijarlo en
las raices de las plantas. Es asi, como las besfgrtenecientes al géndwmospirillum
sp., al ser inoculadas en el suelo, incrementadelssidad y longitud de los pelos
radicales, proporcionando de esta forma mayor cejptale agua y nutrientes del suelo,
lo cual le permite a la planta acumular mas matsgiza, N, P y K en tallos y hojas
mostrando resultados favorables en el desarrolladplantas.

Cardenas (2007), confirmd estos hallazgos al agsfzartir de suelos y pastos del Valle
del Cesar este tipo de microorganismo. Evaluéntulacidon de esta bacteria en
semillas de pastdPanicum maximumlacqg c.v. Tanzania en inoculacién simple
(Azospirillum sp.) y en coinoculacion con una cepa fosfatosoh#tulbra de
Enterobacter agglomerangUV1), aislada de suelos algodoneros del Cesara Est
inoculacion aumentd hasta 20 % en proteina crudlda% en materia seca comparada
con las plantas fertilizadas con fuentes nutridemajuimicas bajo condiciones de
invernadero.

Con base en estos sefialamientos, se pretende zgtiom medio de cultivo para el
crecimiento deAzospirillum brasilensec16, empleando fuentes nutricionales menos
costosas, debido a que el medio de cultivo tradatique se usa para el crecimiento de
este microorganismo presenta altos costos al attilsustratos grado reactivo para
producir a escala industrial un fertilizante biotiga partir de esta bacteria.

Es por esto, que en la medida que se optimiceprimsesos para mejorar el medio de
cultivo donde se desarrolla esta bacteria empleandierias primas de bajo costo,

constituird una alternativa con mejor proyecciomeerar inoculantes bioldgicos con

la misma calidad y estabilidad que los fertilizanteitrogenados en el mercado,

contribuyendo de esta forma al desarrollo de tegiab integrales para la conservacion
del suelo y la nutricion de los cultivos de pastpugda ser rentable esta actividad que
es uno de los renglones econdmicos mas importdatemis.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Antecedentes

En la region del Caribe Seco Colombiano se cultil@n pastos que son la base
alimenticia del ganado, siendo el Cesar uno deriogipales departamentos ganaderos
de Colombia dedicado a la produccion conjunta dedey de carne. El pasto guinea
(Panicum maximumacq), es uno de los cultivos que alcanza una demayores
productividades en materia seca por hectarea, iébthsse alrededor de 12 a 18 ton/ha.
Motivo por el cual Cardenas, (2007) inici6 el estude cepas nativas dezospirillum
sp. en el pasto Guinea del Valle del Cesar, conmogprpaso hacia la busqueda de
aislamientos promisorios con potencial biofertiitea que sea utilizable en estos
cultivos, posibilitando la reduccion de hasta ufo7@n la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados y favoreciendo la conservacion desledos. Esto debe redundar en el
incremento de la productividad y calidad nutricioda esta graminea utilizada en la
alimentacion de la ganaderia de esta region. Laeslteglos obtenidos en esta
investigacion, mostraron un incremento significatan la produccién de materia seca y
proteina cruda en las plantas de GuinPan{cum maximumc.v. Tanzania) en
condiciones de invernadero, cuando fueron inocslada cepas dazospirillumsp. y
coinoculadas con una cepa fosfatosolubilizadoral({J¥¢on respecto a las plantas no
inoculadas (testigo quimico y testigo absoluto).

Con base en lo anterior, la Corporacion Colombidadnvestigacion Agropecuaria-
Corpoica-CBB avanza en el desarrollo de un bidiestite basado en microorganismos
nativos eficientes en la fijacion biolégica de @ifeno como las bacterias del género
Azospirillum sp., teniendo en cuenta su amplia diversidad ad@ce gramineas
forrajeras en regiones tropicales. Los resultademugstran un mejoramiento de la
produccion de forraje en términos de cantidad ydad| creando condiciones mas
favorables de competitividad y sostenibilidad dedistemas ganaderos.

Bashan & Levanony (1990), Summer (1990), Fages 4)199kon y Labandera-
Gonzalez (1994), citados por Dobbelaeteal. (2001), concluyen que la inoculacion
con Azospirillumsp. incrementé significativamente de un 5-30 % lereredimiento de
materia seca foliar, granos y proteina foliar, @sino en el desarrollo radical, en
alrededor de 60 -70 % de los experimentos en canfpesultados de varios trabajos
durante seis afios en cuatro paises corroboraroaxtessivas observaciones de las
décadas de 1980 y 1990, acerca de los efectosvpegite los inoculantes con base en
Azospirillumsp., que condujeron a incrementos de los rendiosesie los cultivos en la
mayoria de los experimentos llevados a cabo emedifes suelos, con relativamente
bajo contenido de materia organica (Dobbela¢iad., 2001).



Bajo este enfoque, se inicidé un estudio en CorpdichTibaitata sobre la optimizacion
de medios de cultivos alternativos para la prodirccie bacterias de interés agricola,
empleando disefios experimentales basados en matémEsticos que permiten llevar
a cabo un gran numero de variables simultaneamemgimar la interaccién entre
estas. El uso de estos métodos permite generapdeloncon alta calidad de prediccion
maximizando la variable de respuesta evaluada (@oomery, 1991).

En varias investigaciones se han reemplazado lBstives quimicos empleados en
diferentes medios de cultivo por fuentes nutriciesae bajo costo permitiendo obtener
el mismo rendimiento o superar la concentraciormdefoorganismo.

En el 2005, Diaz & Cotes, evaluaron el mejoramiatgcun medio de cultivo para la
levadura Pichia onychisinvestigando tres fuentes de carbono y ocho fsende
nitrdgeno como sustratos alternativos y dos vagmliisicoquimicas utilizando un
disefio factorial fraccionado como punto de parfidaa llevar a cabo después un
proceso de optimizacion aplicando un disefio egtanlisentral compuesto rotacional.
Los resultados obtenidos demostraron un maximoimreedto de 8,95 X 1Dcél/ml
equivalentes a una biomasa seca de 6,30 g/L wmilzanaterias primas de bajo costo y
en menor cantidad que el medio de cultivo de rat@aemejorando asi la economia del
proceso en el laboratorio de Control biolégico da&tntro de Biotecnologia y
Bioindustria (CBB)-Corpoica, C.I Tibaitaté.

En el 2007, en los trabajos realizados en el labooade Microbiologia de Suelos del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB)-Coigmi C.I Tibaitatad por Torres &
Yepes, junto con Plazas C., evaluaron sustratemalivos para la bacteria fijadora de
nitrogeno Azotobacter chroococcurmy para la bacteria fosfato solubilizadora
Enterobacter agglomeransespectivamente. En estos estudios se analifaeotes de
carbono, fuentes de nitrdgeno, soluciones nutstisales y factores fisicoquimicos
planteando disefios experimentales mediante una @t&timinar exploratoria de los
factores y sustratos mas influyentes, seguido delisefio factorial completo y una
etapa de optimizacion. Los resultados obtenidosifestaron menores tiempos de
fermentacion, un aumento de dos unidades logadsrea la concentracién de biomasa
de los microorganismos estudiados y una disminud®&nos costos del proceso con
respecto al medio tradicional.

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Historia deAzospirillum sp.: Spirillum lipoferum ahora llamadd\zospirillum

fue descrito por primera vez en 1925 por Martinuieit Beijerinck, luego de lo cual

la bacteria permanecio en el olvido por varias dasal.as observaciones de Juan José
Pefa-Cabriales y Johanna Ddbereiner en 1973, nnicaépoca moderna de este
microorganismo.



Hiltner en 1904, observd por primera vez la acuwciGiade microorganismos en la
zona radical y propuso el término rizosfera. Logdados radiculares, conformados por
sustancias diversas crean alrededor de las rainesmbiente nutricional enriquecido
que favorece el crecimiento bacteriano. Smith (19&6Martin & Kemp (1980)
reportan la presencia de carbohidratos y aminoacigleefialan que la composicion y
cantidad de exudados varia con la especie pregelate condiciones abidticas, tales
como agua y temperatura (Figura 1).

Figura 1. Colonizacion de las raices en gramineas por bastdel génerdzospirillumsp. (Mercedes
Garciaset al.,1980).

El géneroAzospirillumfue el primero estudiado por J. Débereiner pocapacidad de
fijacion de nitrégeno y ocurrencia en la rizésfefasmando diferentes clases de
asociaciones con plantas no leguminosas. Las espete Azospirillum son
rizobacterias fijadoras de nitrdgeno con potengaah incrementar los rendimientos de
cereales y gramineas de importancia econdmicaferenties regiones climaticas. Los
efectos benéficos sobre el crecimiento de las g¢anb estan dados solamente por la
fijacion de nitrégeno en la rizosfera, si no tambeésta relacionado por la capacidad
para reducir nitrato, solubilizar fosfatos, sirgati antibiéticos y sustancias promotoras
del crecimiento de las plantas, incluyendo fitohamas vy siderdforos. Los efectos
positivos de la inoculacion bacteriana estan ppaionente asociados al mejoramiento
del desarrollo de las raices y consecuentementenmentar la tasa de absorcion de agua
y minerales (Dallt al, 2004).

Clasificacion taxon6mica

Estudios taxondmicos d8. lipoferumcondujeron a su reclasificacion en un género
nuevo,Azospirillumson reconocidas seis especies en el géArospirillum Las dos
primeras en ser descritas fuerAn lipoferumy A. brasilenseg(Tarrandet al., 1978),
siendo éstas las mas estudiadas. Consecutivamestenfdescritas las especias
amazonenséMagalhdeset al., 1983), A. halopraeferansReinhold et al., 1987, A.
irakense y A. largomobile(Khammanset al.,1989),siendo el nombre de esta especie
corregido aA. largimobile Pocos afios antes ésta especie fue considerada wom



sindbnimo de la especi&. lipoferum Recientemente, en honor de quien impulsara los
estudios con este género bacteriano y descubtiera diazotrofos, se ha propuesto la

especie candida&. doebereineraéEckertet al.,2001). Posteriormente se han descrito

5 nuevas especiel: oryzae(Xie et al.,2005),A. melinis(Penget al.,2006),A. zeae,

A. canadens@Mehnazet al.2007) y A. rugosun{Young, 2008).

Pocos afios después del redescubrimientazdspirillumsp.y hasta alrededor de 1993,
este género fue el mas estudiado entre las bactstiadas a plantas. La capacidad de
Azospirillum sp., para estimular el crecimiento de las plantas y dmemtar el
rendimiento de los cereales promovid numerososliestisobre la ecologia, fisiologia y
genética de esta bacteria (Caballero, 2000).

Generalidades GénerdAzospirillum sp.

Figura 2. Morfologia celular d&\zospirillum brasilense.
(web.umr.edu/~microbio/BIO221_1999/Flag.jpg)

El géneroAzospirillumsp., pertenece a la subclase alfa de las protestzsc(Young,
1992) de la familia Rhodospirillaceae, sienda lipoferum la especie tipo.
Caracteristicas utiles en la identificacion rutimaarson la forma vibroide, el
pleomorfismo y su movilidad en espiral (Figura B3s células contienen cantidades
elevadas de poli-3-hidroxibutirato (PHB), hasta 50éb peso seco celular (Okon &
Burris, 1976), observandose al microscopio laslaglvenes con abundantes granulos
refringentes.

Las bacterias del génerdzospirillumsp., tienen la capacidad de producir auxinas,
citoquininas y giberelinas en medios de cultivo. dstante, el mecanismo analizado
con mayor amplitud ha sido la produccion de auxigas puede modificar el contenido
de fitohormonas de las plantas conduciendo a lenéstcion del crecimiento de las

mismas, como el caso del Acido Indol AcétigdA), el cual induce al aumento de

pelos radiculares, logrando una mayor captacidmutiEmentos.



En cultivos semisdlidos y solidos con mas de 24asate incubacion se presentan
frecuentemente células refringentes con forma @vgide paredes gruesas similares a
quistes. Una de las caracteristicas fenotipicasam@asiamente usada como criterio para
el reconocimiento tentativo del génekaospirillumsp., es el color rojo escarlata que
toman las colonias al crecer en un medio adicionddb colorante rojo Congo
(Rodriguez Céaceres, 1982). No obstante, en estéonpeeden hallarse colonias
mutantes deAzospirillum sp., de color blanco debido a la incapacidad de producir
polisacéaridos no identificados (Bastarrachea & RiN&®87).

Caracteristicas fisiologicas del génerdzospirillum sp.

Las bacterias del génerzospirilumsp., son eubacterias gram-negativas, de forma
bacilar con un diametro de (1ytn x 2,1-3,8um ), su movilidad se debe a la presencia
de material fibrilar creciendo en concentraciongadde oxigeno.

Este tipo de bacterias son fijadores de nitrdgehacen parte del grupo de diazétrofos
asociativos que contribuyen al crecimiento de &nfal sin la formacion de estructuras
diferenciadas y no establecen simbiosis creciemtosamente a pH de 6,8-7.0 (Marin
et al, 1999).

Son bacterias quimio-organotroficas y pueden atilomo fuente de carbono azucares,
alcoholes, sales de &cidos organicos y como fugmteitrégeno pueden disponer de
nitrato, sales de amonio y ciertos aminoacidost(H®8i84).

2.2.2 Biologia deAzospirillum sp.

Forma de reproduccion: Divisién celular

Mecanismos de supervivenciaAzospirillumsp., produce y acumula granulos de poli-
3-hidroxibutirato (PHB), los cuales son empleadmsl@ propia célula como fuentes de

carbono y energia durante periodos de inanicidiglaso son capaces de formar quistes
en condiciones muy desfavorables (Laria, 2003).

Competencia:El crecimiento de este microorganismo en la rex@s¥Viene determinado
fundamentalmente por la disponibilidad de sustragos estén presentes en el medio
rizosférico y que sean necesarios para su desaridimbién diversas sustancias de
origen vegetal y microbiano que estén presentesaerizosfera pueden afectar el
desarrollo de estas bacterias mediante efectaawdatiores e inhibidores. Se considera
gue los aminoacidos derivados de las plantas pusstanular o reprimir la actividad de
la enzima nitrogenasa en ciertas cepa&zatespirillumsp.



De igual forma, las condiciones ambientales (climipo de suelo, temperatura y
humedad del mismo) influyen en los procesos inte@ que determinan la estructura
de la comunidad microbiana, asi como también easlaciacionAzospirillum sp.-
planta, la fijacion del nitrdgeno y su contribuceia nutricion vegetal (Laria, 2003).

Aerotaxia: Las condiciones de baja concentracion de oxigendasoadecuadas para el
crecimiento y multiplicacién de las células baeteds, siendo repelidas por las altas
concentraciones de oxigeno y condiciones anaemibica aerotaxia parece ser
especialmente importante bajo condiciones de fifadie nitrogeno, permitiéndole a las
células deAzospirillum sp., alcanzar concentraciones de oxigeno lo sofemeente
bajas para que se exprese la actividad nitrogenksdacgo a que esta enzima puede
inhibirse por la altas concentraciones de estéBmaket al.1982).

Produccion de polihidroxibutirato: Los polihidroxialcanoatos (PHA), son una familia
de poliésteres de acidos alcandicos, insolubleageia, biodegradables y no toxicos,
gue contienen un grupo hidroxilo como grupo funalaen adicion al grupo carboxilo.
La variabilidad de la posicion del grupo hidroxjtadel grupo funcional, asi como la
variedad de mondomeros y de grado de polimerizagi@nmiten la biosintesis de
muchos polimeros diferentes con propiedades fisincessas (Steinbuchet al., 1995

& Lee, 1996). Para ellos se ha encontrado amplicaamn en todas las esferas
tecnoldgicas y biomédicas (Nakamuea al., 1992). Todas las bacterias: aerobias,
anaerobias, heterétrofas y fotosintéticas son espde acumular PHA hasta 90% de su
peso seco (Kawaguchi & Doi, 1992). Las bacteriaazatroficas, en particular,
acumulan éstos polimeros como estrategia de swpapia y de regulacién del
metabolismo energético, tanto en simbiosis comadmlibre.

La bacteria del génerdzospirillum sp., produce el elemento mas pequefio de esta
familia, el polihidroxibutirato (alrededor de 1,5/Ly Dicha produccion esta
influenciada negativamente por altos niveles deaaibn, bajos niveles de nitrégeno y
fésforo (Martinez, Jet al.,2004).

La agregacion y la formacién de quistes mejoraol@revivencia deAzospirillumsp.,
situacion en la que la acumulacion de poli-R-hidrotrato (PHB), parece desempeniar
una funcion importante al servir como almacén dda® y energia (Okoset al.,
1976). Ademas, diversas funciones fisioldgicas awibuidas al PHB, destacandose la
mayor resistencia a la desecacion (Sadasivan &a\é@@87), a la luz ultravioleta y al
choque osmoético (Tal & Okon, 1985). Se ha sugerde la formacion de quistes
podria desempefiar una funcion importante en laestancia deAzospirillumsp. en el
ambiente rizosférico, cuando los nutrientes soitdithos, previo a la asociacion con las
raices de la planta (Okon & Itzigsohn, 1992).

Floculacion: Bajo diferentes condiciones de estrés, las bastes@n capaces de
producir quistes y floculos (células vegetativadeaas por una red de polisacaridos),



los cuales incrementan su supervivencia. Estosniends pueden ser el resultado de la
edad (Sadasivan & Neyra, 1987), condiciones déivou(Bleakley ¢ al.,1988) o estrés
por falta de agua (Bashahal.,1991). Se ha encontrado que al credeospirillumsp.,
bajo ciertas condiciones de cultivo como la preserte fructosa y nitratos, se
promueve la sintesis de polisacaridos extracekilgrese induce la formacién de
agregados celulares.

Metabolismo de Azospirillum sp.: Las especies dézospirillumsp., difieren en su
capacidad para utilizar diferentes compuestos cmates de carbono y nitrégeno
(Tabla 1). Estas bacterias usan para su crecimients pocos monosacaridos y
disacaridos asi como alcoholes polihidroxiladosprincipalmente diversos acidos
organicos tales como malico y succinico y algumosaacidos (Hartmann & Burris,
1988). Para el uso de diferentes fuentes de carbambo A. lipoferum como A.
brasilensdienen todas las enzimas de la via de Embden-Mef@drnas y de la via de
Entner-Doudoroff (Westbyt al., 1983), asi como todas las enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (Martineet al., 1984). TantoA. lipoferumcomo A. brasilense
tienen la capacidad de crecer autotréficamentaHegnCO,, proceso en el que participa
la ribulosa-1,5- difosfato carboxilasa (Tilekal.,1986).

Tiene un metabolismo carbonado y nitrogenado mugéaié lo que le permite
adaptarse y establecerse en el competitivo entainosférico. Como fuentes
niitrogenadas Azospirillum sp., puede utilizar un amplio rango de sustratamoco
amonio, nitrato, nitrito, aminodcidos y nitrégenooletular. En condiciones
desfavorables, tales como desecacion y carencianutieentes, puede enquistar,
recubriéndose de una capa de polisacaridos prottiiena acumulacion de granulos
de R-hidroxibutirato, que sirven a la bacteriaekerva de fuente carbonada (Bashan &
Vazquez, 2000).

Tabla 1. Identificacién de diferentes especies del gédemmspirillumsp., de acuerdo a los
requerimientos nutricionalefEckert,et al, 2001).

Phepotypic leature A A. A. A. A. A. A.
dochereimerae sp. vov.  lipoferemn largimobile bravilensi halopraeferen irak ense amaonense
Carbon utihzation with API%0
CHE and AP120 NE (agrobic):
N-Acetylglucosamine . ' ND 4 d
p-Clucose d + + d
Gilyeerol
p-Mannitol + + + - 4 -
p-Ribose . . . d
D-Sorbitol . . . - - - -
Sucrose D
Acid from (APISO, anaerobx):
p-Cilucose d
D-lructose . 4 + - " - .
Biotin requirement : .
Optimal temperature for growth (°C) Y 17 .} 37 41 33 3%
Polymorphic cells




La riqueza en compuestos organicos en la esperragsfésfera conduce a intensas
actividades e interacciones microbianas. Alguntisdéss indican que la quimiotaxis a
los exudados de raiz es uno de los factores queyemf en la llegada de los
microorganismos a la rizosfera (Schmidt, 1979).tdan A. lipoferumcomo enA.
brasilensese demostré una fuerte actividad quimiotactica ehaliversos azucares,
acidos organicos y aminoacidos (Baedlkal.,1983), asi como a compuestos aromaticos
(Lopez & Lovell,1993) y exudados radicales (Alvarez & PastranaQ)1 98 respuesta
guimiotactica a diferentes fuentes de carbono gahla dependiendo de la especie de
Azospirillumsp.,e incluso es especifica (Reinhold & Fendtif85).

2.2.3 Genética deAzospirillum sp.

El complejo enzimatico N-asesta constituido por dos metaloproteinas y contierse
tipos de grupos prostéticos. La proteina | esdi@antambién dinitrogenasa o “Hierro-
molibdeno-proteina” por que contiene el cofactan béerro y molibdeno (FeMo-Co).
El otro componente, la proteina Il, es igualmemeominada dinitrogenasa reductasa o
“Hierro-proteina”, la cual tiene la funcion de tsportar los electrones del donador
fisiologico de electrones, ferredoxina o flavod@ifnacia la proteina | para llevar a
cabo la reduccion de la molécula dg (Bacaet al, 2000). El sustrato fisioldgico para la
nitrogenasa es el,NSin embargo, la nitrogenasa es versatil y pusdiecir una variedad de
sustratos. La reduccién de proton add una reaccion obligatoria de la nitrogenasadcuan
reduce N, N;O, cianuro, metil isocianuro, azida, acetilendppiopano, cianamida y diazirina
gue también sirven como sustratos. EDNue uno de los primeros compuestos en que se ha
demostrado el uso de sustratos alternativos pattedgenasa (Burris, 1991).

La biosintesis de la dinitrogenasa involucra deal30 genes, de los cuales los genes
involucrados en la fijacion de nitrogeno (geNdsidentificados enAzospirillum brasilenge
estan localizados en por lo menos cuatro regiosegehoma (Singlet al., 1989). La
nitrogenasa esta estrictamente regulada por nlzetracion intracelular de amonio u otras
formas de nitrogeno (Oelze & Klein, 1996) y adens®s,inactiva irreversiblemente a
concentraciones altas de oxigeno, por lo que losanganismos diazotréficos de respiracion
aerobia enfrentan el problema de mantener ungeiitasa activa en presencia de oxigeno.

Un sistema regulador de la actividad nitrogenasaAzwspirillum sp. es la enzima
glutamina sintetasalpA), junto con la glutamato sintaggitBD), forma parte de la ruta
principal de asimilacién del nitrégeno por bacteriazotréficas y es a través de esta
ruta que las células se surten de glutamato y mglog intermediarios clave en el
metabolismo del nitrégeno.



2.2.4 Disefio de un medio de cultivo

El disefio de un medio de cultivo tiene como firadida seleccidén de los componentes
necesarios para lograr el crecimiento y la fornracié productos de acuerdo al tipo de
microorganismo, su metabolismo y requerimientosiciahales especificos.

Medio de Cultivo: Se llama cultivo al proceso de propagar microogjans
brindandoles las condiciones ambientales adecuatas. microorganismos en
crecimiento estan haciendo réplicas de si mismeosgyieren de los elementos que se
encuentran en su composicion quimica. Los nutrsetiében brindarles estos elementos
de manera accesible desde el punto de vista me@boAdemas, estos
microorganismos requieren energia metabdlica pamgetigar macromoléculas vy
conservar los gradientes quimicos esenciales asrdg sus membranas. Los factores
gue se deben regular durante el crecimiento sarentds, pH, temperatura, aireacion,
concentracion de sales y fuentes de C/N (Torreefes, 2007).

Requerimientos nutricionales deAzospirillum sp.

Los requerimientos nutricionales estan determingoo! tipo de metabolismo celular.
Otro factor esencial esta determinado por las ciorts del cultivo.

Para la produccion de biomasa en bacterias derg&zespirillumsp., es importante
mantener en el sustrato la relacion C/N minima pac#r el metabolismo microbiano
(Novo, 1993). La preparacion de medios para el rdgdka de procesos, tanto de
fermentacion como desarrollo de los microorganismreesuna etapa fundamental para
asegurar la productividad de los mismos, que poseanitilizados y escalados a nivel
industrial (Brocket al.,1987)

Fuente de Carbono: La glucosa es utilizada pok. lipoferum Sin embargo,A.
brasilense no puede utilizar la glucosa como Unica fuentea®ono en crecimiento
dependiente de N(Krieg & Dobereiner, 1984). Ademas el carbono esesario para
que se lleve a cabo el proceso de fijacion degemo (Liengen, 1999).

Cuando al microorganismo se le agota la fuentead®ooo exdégena y se encuentra bajo
estrés nutricional esta bacteria forma agregadigaces conocidos con el nombre de
quistes que le permiten sobrevivir y tomar carbaintacenado de forma endogena; este
proceso es regulado por su ciclo metabdlico (Gkaal.,1976).

Entre las especies del génedAxospirilum sp., mas estudiadas se encuentran
Azospirillum brasilensg Azospirillum lipoferumgue crecen bien en acidos organicos
como el malico, succinato, lactico y piravico. ®imbargo, el crecimiento empleando
los hidratos de carbono es mas restringida, prasilensees particularmente exigente
en sus necesidades de carbono. No crecen en Dsgluémanosa, D-sorbosa y



sacarosa; pero no crece (y fijg@)Nen D-fructosa, galactosa, D- y L-arabinoga.
lipoferumes menos restringido en su uso de fuentes deragrdebido a que crece en
los mismos acidos organicos y carbohidratos utlhsaporA. brasilensey ademas
crece en glucosa, manosa y sorbosa. Las misma®rdifas metabdlicas entre las
especies se encuentran ex(Robereiner, 1983 datos no publicados). A pesaquie
Azospirillum sp. ha sido ampliamente estudiado, sus rutas nig@bno se han
examinado extensamente (Ddbereiner, 1983).

Fuente de Nitrégeno: Cuando existe bajas cantidades de nitrégeno seesxpa
actividad nitrogenasa. La presencia de cofactomsocHierro-Molibdato (FeMo)
contribuye en la fijacion de nitrdgeno (Steenhaudtanderleyden, 2000). El nitrdgeno
es utilizado para la biosintesis de proteinas,odcidicléicos y polimeros de la pared
celular. Para la sintesis de proteinas se requiemegeneral L-aminoacidos, aunque
también son necesarios algunos aminoacidos deria Becomo D-alanina y D-
aspartico para su incorporaciéon a la pared dedmgas. En algunos casos se requieren
también péptidos de histidina pArzospirillum lipoferunpara la fijacion de nitrégeno
(Hartmann & Burris, 1988).

Fuente de Fdésforo:El fosforo es considerado como un elemento esepeed el
desarrollo deAzospirillumsp. en suelos y medios de cultivo, puesto que ektiml
metabolismo del carbono vy la fijacion de nitrogeBo.escasez o ausencia puede inhibir
el desarrollo del microorganismo (Steenhoudt & \@ated/den, 2000).

Los requerimientos de otros macronutrientes con®elS son suministrados en forma
de PQH y SO, (0 aminoacidos azufrados). El fosforo se incorparacidos nucleicos
y polimeros celulares. El S es asimilado paranéesis de aminoacidos azufrados, y
ademas se necesita para la biotina, coenzimarminzay otros componentes (Estefa
al., 1994).

Fuente de Magnesio y potasidSe conoce que estos elementos son necesariogyaara
Azospirillumsp. lleve a cabo la fijacion de nitrégeno. Unagariportante del K, esta

unido al RNA de manera que los requerimientos deukKentan con los factores que
influyen en el aumento del RNA de las células, cdmuelocidad de crecimiento. El

ion K actia como enzima y probablemente actla awation en la estructura anidnica
de varios componentes celulares. El ibn Mg es é@depara la estabilidad de los
ribosomas y actia como cofactor en numerosas maimetabdlicas. Tanto el K
como el Mg se incorporan a los medios en formaatessomo fosfato y sulfato (Estola
et al.,1994).

Las cantidades necesarias de potasio (K) son neengreuando existen altas
concentraciones de esté en el suelo, se inhibesarllo de las bacterias fijadoras,
dependiendo del grado de toxicidad de la fraccidaéraco de sal (Roldaet al, 2003).



Microelementos: Los requerimientos de elementos menores son netglae estas
bacterias al contribuir al funcionamiento estrugkaie varias enzimas, se recomienda la
adicion de de 1 ml/L en medios de cultivo para etadrollo deAzospirillum sp.
(Comunicacion personal, Dra. Vera Baldani-Embrapa).

Se distinguen dos categorias de micronutrientes:log) que son frecuentemente
utilizados para el crecimiento como: Ca, Mn, Fe, Ca y Zn vy b). los que son

raramente esenciales como: B, Na, Al, Si, Cl, \,,dr Se, As, Mo, Sn, I. A veces es
dificil demostrar un requerimiento de un microrerte porque generalmente esta
presente en suficiente cantidad como impureza slecdoponentes principales. Los
requerimientos de estos componentes pueden aumenmias veces cuando el cultivo
ha estado sujeto a stress como el aumento de tetu@er por encima de un valor
optimo (Estolaet al.,1994).

Vitaminas: Muchos de estos factores de crecimiento funciommmdndo parte de
coenzimas. La mayor parte de los microorganismascapaces de sintetizar todos los
componentes de sus coenzimas, pero algunos no lprsecesitan que se les suministre
ciertas partes de estas coenzimas en forma de ingamlLas principales vitaminas
requeridas por los microorganismos son tiaminarfwita B), biotina, riboflavina, acido
nicotinico, &cido pantoténico y piridoxina (vitamirg y By (Madigan et al. 2002).
Azospirilumsp., produce este tipo de vitaminas del grupol Breger en el cultivo y su
crecimiento se ve afectado por la presencia de &sssancias y/o al aplicarlas artificialmente al
medio (Dahmet al.1993 & Rodelagt al. 1993).

Efectos de factores fisicoquimicos sobwzospirillum sp.

Cuando las bacterias se siembran en un medio tigocdptimo y bajo condiciones

adecuadas de incubacion, ocurre un incremento @direero de células en periodos
muy cortos. En algunas especies se alcanza la go@blanaxima en 24 horas, en
cambio, en otras se necesita un periodo mas gadlonpara alcanzar el maximo
desarrollo; para determinar el desarrollo se ngcesiedir cuantitativamente la

poblacién de células al tiempo de sembrar y nuertandespués de la incubacién. El
ciclo de desarrollo de las poblaciones bacteriasad procedimiento mas importante en
la multiplicacién de los microorganismos (People€i&swell, 1992).

pH: Azospirillumsp., tiene un crecimiento éptimo en un rango dedptb,5 -7,0. Si el
microorganismo no cuenta con el pH correspondiergi® provocaria la inhibicién de
su crecimiento y desarrollo (Sanchez, 1964). Pa@spirillum brasilensepH 6,0-7,8;
Azospirillum lipoferumpH 5,7-6,8;Azospirillum amazonenspH 5,7-6,5;Azospirillum
halopraeferenspH 6,0-8,0Azospirillum doebereineragaH 6,0-7.0.



Temperatura: Muchas especies dezospirillumsp., requieren una temperatura optima
de crecimiento cercana a los 30 °C, excepto paospirillum largimobileque presenta
una temperatura de 28 °CAyospirillum halopraefereng1® C. La modificacion de la
temperatura, tiene un efecto notable sobre un pooc8i el valor utilizado no es
adecuado puede disminuir o aun impedir la formacdiérun metabolito determinado.
Ademas, la temperatura puede modificar los requenitos nutritivos de algunos
microorganismos, lo que significa que al modifieard valor de un factor puede
cambiar los requerimientos de otro.

Aireacion: Cuando los niveles de oxigeno son bajos, las cétidaesta bacteria crecen
y se multiplican satisfactoriamente, siendo afeataduando se presentan altas
concentraciones de oxigeno impidiendo que se leewaabo el proceso de fijacion
bioldgica de nitrégeno. Segun la asesoria de la Yoesa L. Baldani (Embrapa), para
mantener una adecuada multiplicacion de este mgansmo se debe tener en cuenta
la relacion de oxigeno en el medio de cultivo, diemas favorable la relacién 1/5 en
investigaciones realizadas sobre bacterias derg&z®spirillumsp. en Brasil.

Disefio experimental

El disefio de medios de cultivos para el desarrdioprocesos fermentativos es un
aspecto de suma importancia. Para ello se utilesutécnicas de disefio experimental,
pues con la minima cantidad posible de experimesggauede estudiar la influencia de
varios factores y diferentes concentraciones ddemiés sobre un proceso dado, que
puede ser por ejemplo el crecimiento maximo delramiganismo o la produccion
maxima de metabolitos de interés (Borregal., 2004).

El propdsito final es deducir la forma en que ursaesde variables (factores) que
dependen del proceso, afectan a una o varias edslicias (respuestas) de interés (Tye.
H, 2004).

Un disefio experimental es una coleccion de ajysteterminados de las variables de
un proceso especifico, cada variable del procescosece con el nombre de factor
experimental mientras que cada combinacién deegusira las variables de proceso se
conoce con el nombre de tratamiento. Una variablaedpuesta es una medida de
funcionamiento del proceso y cada valor que tomealaéble de respuesta se conoce
con el nombre de observacién (Haaland, 1989).

La experimentacion es una estrategia para encarBpuestas a un problema concreto.
Se fundamenta en realizar procesos para generaerpretar datos con el objetivo de
obtener informacion. En algunos casos concretogjelee manipula un gran namero de



variables, es recomendable el uso de metodologfzeciéicas para generar y analizar
datos (Montgomery, 1991).

2.2.5 Disefios factoriales

Un disefio factorial permite estudiar el efecto osio negativo que cierto nimero de
variables tienen sobre una determinada propiedamh déstema experimental. Para ello,
las distintas variables o factores a estudiar ja@ #n dos o mas valores arbitrarios,
denominados niveles (Ferré, 2002).

Los disefios factoriales se dividen en dos categjartanpletos y fraccionados.

Disefio factorial completo.Se utiliza principalmente cuando el nimero de fast@a
estudiar esta entre dos y cinco (2 < k < 5), ramgel cual su tamafio se encuentra entre
cuatro y 32 tratamientos, cantidad manejable erhasisituaciones experimentales.

Disefio factorial fraccionada Este permite estudiar un nimero elevado de festoon
un nimero de experimentos mucho menor que losaliskittoriales completos (Dante
et al, 2003).

« Disefio factorial Z. En estos disefios, cada factor se estudia a séloideles y
sus experimentos contemplan todas las combinacameada nivel de un factor
con todos los niveles de los otros factores. La@tesuse suelen denotar (+) y (-),
en donde& es el nimero de factores a controlar (Ferré, 2002).

« Disefio factorial 3. Este es un disefio que constakdactores con tres niveles
cada uno. Los tres niveles de los factores puegfeninse como nivel inferior (-
), intermedio (-) y superior (+). La adicion de tencer nivel permite modelar
con una relacién cuadratica la relacion entre spuesta y cada factor (Ferré,
2002).

Para los disefios fraccionados se mantiene la ndaterscde ¥ donde 2 es el nimero
de niveles,k el de factores Y indica el grado de fraccionamiento. En los disefios
fraccionados un unico valor corresponde a la suengadios efectos; se dice entonces
que estos efectos estan confundidos. Estos térmowmdundidos pueden ser
interacciones de dos o mas factores. Al nivel ddusiones que presenta un disefio se
le denomina resolucién, por ejemplo en un diseficedelucion cuatro habra confusion



entre dos interacciones de dos factores cada ueatre un efecto principal y una
interaccion entre tres parametros (Daattal, 2003).

Disefios para ajustar modelos de primer orden

Una clase de disefios que minimizan la varianzasledeficientes de regresion son los
disefios ortogonales de primer orden. Por ortogemantiende que los elementos fuera
de la longitud de la matriz (X’x) son iguales aocdo que implica que los productos
cruzados de las columnas de la matriz x es igaat@(Cornell, 1990).

En esta clase de disefios ortogonales de primen sedmcluye:

+ Disefo Plackett-Burman

El Disefio Plackett-Burman es un caso particuladidefios factoriales fraccionados de
resolucién Il que busca determinar rapidamentd dealos factores tiene un efecto
significativo sobre la variable respuesta. Estosefitb)s son fracciones de arreglos
factoriales 2 Con este disefio los coeficientes se estiman céxinma precision a
diferencia de los otros disefios ortogonales degrionden (Montgomery, 1991). En
este disefio se estudian k = n-1 variables, doregedt nUmero de factores, n el nimero
de experimentos y multiplo de 4, es decir, cuando 8,12, 24, 28, 36...

n=K+1 n = Es multiplo de 4

Cuando n =12 (+,+,-,+,+,+,-,-,-,+,-,-). Una segammdlumna (B) se genera a partir de la
primera (A) moviendo los elementos de la primerarooa un renglén hacia abajo y
colocando el Ultimo signo en la primera posiciési, sucesivamente hasta generar la
columna K. Un ejemplo de la matriz utilizada pasteedisefio es mostrado en la Tabla
2.

Modelo de primer orden: Y=pBo +Xpi Xi

Donde Y es la respuesta (biomag$m)es el intercepto del modeldyes el coeficiente
estimado para cada variable o factor Xi.



Tabla 2. Matriz Plackett-Burman de 11 factores con 12 imé¢atos (Montgomery, 1991fResponse
Surface Methodology

K A B C D E F G H J K
N

1 + + + + + +
2 + + + + + +

3 + + + + + +
4 + + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + +

7 + + + + + +

8 + + + + + +

9 + + + + + +
10 + - - - + + + - + +
11 - + - - - + + + - + +

12

Disefos para ajustar modelos de segundo orden

Para ajustar un modelo de segundo orden deberséeakmenos tres niveles de cada
factor (-1, 0,+1) (Tabla 3). Asi como en el disaf® primer orden se requiere la
ortogonalidad, en éste se desea que sea un dis&fier Se dice que un disefio es
rotable cuando la varianza de la respuesta preeéiclagin punto es funcion sélo de la
distancia del punto al centro y no es una func®tedlireccion (Montgomery, 1991).

Dado que la finalidad de la metodologia de supgedide respuesta es optimizar y
desconocemos la localizacion del optimo, se utiledadisefio que proporcione
estimaciones precisas en todas las direccionest{jdmery, 1991).

El disefio Box-Behnken se incluye en esta clasesdgids rotables de segundo orden:



Disefio Box-Behnken

Este disefio se forma combinando factoriafeso? disefios de bloques incompletos. El

disefo resultante suele ser més eficiente enilaastn de los coeficientes de primer y

fio se

trica de este dise

s

eomeé

segundo orden (Montgomery, 1991). La representag

observa en la figura 3.

0.75 50.00

Figura 3. Superficie de respuesta. Disefio Box-Behnken pasaniveles de evaluacién (Montgomery,

1991).



Tabla 3. Disefio Box-Behnken para tres niveles de concefinade fuentes nutricionales (Montgomery,

1991).

ENSAYO X1 Xz X3
1 1 1 0
2 -1 1 0
3 1 1 0
4 1 1 0
5 1 0 1
6 1 0 1
7 1 0 1
8 1 0 1
9 0 1 1
10 0 -1 1
11 0 1 -1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

2.3 MARCO CONCEPTUAL

Azospirillum sp.: EI géneroAzospirillum sp., pertenece a la subclase alfa de las
proteobacterias (Yound,992). El nombre dézospirillumsp., proviene del francés
Azote que significa nitrégeno y del gru@pirillum: pequeia espiral. Presenta un gran
potencial como biofertilizante al incrementar laguccion de granos en cultivos de
gramineas, provocando un aumento en el numerogytlmhde los pelos radicales por la
secrecion de fitohormonas como auxinas, citoquiingibelerinas ocasionando mayor
captacion de nutrientes y mejora en el balanceécoide la planta (Balda®it al. 1979).

Biofertilizante: Producto bioldgico con base en microorganismossdelo, elementos
minerales y sustancias organicas que, al ser iadouhumenta sus concentraciones en
el mismo, haciendo disponibles los nutrientes s lantas (Bonill@t al,2000).



Biomasa: Suma total de materia de los seres vivos que vemnun ecosistema
determinado, expresada habitualmente en peso dstipa unidad de area o volumen
(Torres & Yepes, 2007).

Diazétrofo: Significa consumidor de nitrégeno atmosférico y ehaeferencia a la
capacidad de algunos géneros bacterianos de regluddy a NH* en un proceso
conocido como fijacion biolégica de nitrégeno. (Bédineret al.,1995)

Disefio de experimentos estadisticoBroceso de planificacién de un experimento con
objeto de obtener datos apropiados, analizablegamtednétodos estadisticos, de forma
gue se puedan conseguir conclusiones validas yivdgegMontgomery, 1991).

Medio de cultivo: Cualquier material que presente una adecuada caoibim de
nutrientes para permitir el crecimiento o el auroedél nimero de células de una
poblacion microbiana (Torres & Yepes, 2007).

Optimizacion: Mejorar los procesos en términos de eficienciaigaefa con el objeto
de incrementar la productividad encontrando unaicgmh que represente un valor
Optimo para una funcion objetivo (Montgomery, 1991)

2.4 MARCO CONTEXTUAL

El proyecto se desarrollara en los Laboratoriod/dgobiologia de Suelos, del Centro
de Biotecnologia y Bioindustria CBB, ubicados enQarporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria —Corpoica Tibaitata-,|0Kietro 14, via Mosquera,
Cundinamarca.

2.5 MARCO LEGAL

Constitucion Politica de Colombia. Esta investigacion esta facultada por los articulos
27, 67 y 71 en los cuales se garantiza la libed@ada investigacién y busqueda del
conocimiento. Ademas de las libertades establaubién la de expresar y difundir sus
pensamientos (Art. 73), la regulacion por partekithdo del control de calidad de los
productos ofrecidos (Art. 78), de igual forma eleddo que tienen las personas de
gozar de un ambiente sano (Art. 79), el manejo rp\egzhamiento de los recursos
naturales para garantizar su desarrollo sostentale,conversion, restauracion o
sustitucion (Art. 80).



+ RESOLUCION NUMERO 00074 del 4 Abril del 2002 MINISTERIO DE
AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL

CAPITULO VI. Procedimiento para evaluar la conformidad.

Ademas de cumplir con la legislacion nacional vigeante la Superintendencia de
Industria y Comercio, los organismos de certifibacide productos agropecuarios
ecoldgicos al realizar el proceso de certificacdéberan realizar el procedimiento sobre
la base del presente reglamento y como minimo eeide ademas del cumplimiento

de los requisitos legales vigentes aplicables, whptimiento de las siguientes

disposiciones: Componente agricola.

Articulo 32. Conversion a la produccion agropecuaria ecoldgicakEl inicio del
periodo de conversion serd a partir de la fechansieripcion del productor ante el
organismo de certificacion, la cual debe quedalstegla en el primer informe
resultado de la visita inicial de evaluacion juntm la fecha en que por Ultima vez se
hayan aplicado a lo largo del sistema de produc@i§umos cuya utilizacion sea
incompatible con los sefialados en el presentemaygit.

Superintendencia de Industria y Comercio: Organistaocional de acreditacion de
organismos de certificacion, inspeccion y laboratode pruebas y ensayos, segun
Decreto niumero 2269 de 1993.

Articulo 33. Mantenimiento del suelo.El organismo de certificacion debera exigir al
productor, por escrito el plan de produccion emged se incluya el programa de
mantenimiento del suelo.

Articulo 34. Manejo fitosanitario y de ArvensesEl organismo de certificacion deberé
exigir al productor por escrito, las previsionetmar en materia de insumos para el
manejo fitosanitario y de arvenses en el caso ea sg llegaren a presentar
inconvenientes en este sentido

Articulo 35. Insumos permitidos. EI organismo de certificacion debera verificar y
evidenciar el control sobre las anotaciones y/astexp del productor necesarios para
localizar el origen, la naturaleza y las cantidadestodos los insumos y/o materias
primas adquiridas, asi como conocer la utilizacjoe se ha hecho de las mismas.

Articulo 36. Control a la produccion. El organismo de certificacion debera verificar y
evidenciar los registros del productor relativosaanaturaleza, las cantidades y los
destinatarios de todos los productos del sisteroduptivo que hayan salido de la
Unidad y/o planta procesadora, tratando de gamantina completa trazabilidad del



producto certificado. Cuando exista produccion leéaael productor debera notificar
con anticipacion, al organismo de certificaciénfdeha de cosecha, y/o procesamiento
y el volumen obtenido.

Articulo 37. Almacenamiento.El organismo de certificacion debera verificar guda
unidad de produccion no se almacenen materias grimaumos y/o productos no
admitidos en el presente reglamento.

Articulo 39. Organismos vivos modificados genéticaemte. EI organismo de
certificacion debera como minimo evidenciar que posductores han exigido a los
proveedores de semillas y/o insumos una declaradé&nque no provienen de
organismos vivos modificados genéticamente o deoisale ellos.

* Resolucion 00375 de 20040r la cual se dictan las disposiciones sobrege$tro y
control de los bioinsumos y extractos vegetalegsieagricola en Colombia.

CAPITULO |. DEL OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Articulo 1. Es objeto de la presente Resolucion:

a) Orientar la produccion, importacion, exportaciéomercializacion, uso y manejo
adecuado y racional de los Bioinsumos y Extractegetales de uso agricola para
prevenir y minimizar dafios a la salud humana, fadsa agropecuaria y el ambiente
bajo las condiciones autorizadas y para facilitaomercio nacional e internacional.

b) Establecer requisitos y procedimientos unificadgs armonizados con
reglamentaciones internacionales vigentes, paragitro y el control legal y técnico
de los Bioinsumos y Extractos Vegetales de usocealgii especialmente en lo
relacionado con terminologia, clasificacion, conigidés garantizada, rotulado y
parametros para verificacion de la conformidad.

Articulo 2. La presente Resoluciéon aplica a los Bioinsumoxtya€Etos Vegetales de
uso agricola que se produzcan en Colombia o queisgmrtados como a sus materias
primas, ya sea para su comercializacién en el andgticola o para uso directo por
parte de las empresas interesadas.



PARAGRAFO 1. Se excluyen de esta Resolucion los Organismos fidados
Genéticamente (OMG) y los extractos vegetales agadlos como extremada y
altamente toxicos

PARAGRAFO 2. Los contenidos de las Normas citadas en la presRasolucion,
deberan ser revisados y actualizados por el ICAoéormidad con lo establecido en
la Resolucion No. 3742 de la Superintendencia dasimia y Comercio o aquellas que
la modifiquen, sustituyan o adicionen y de acuecdo los avances cientificos y
tecnoldgicos sobre la materia.

Resolucion Numero 1115 del 1 de noviembre del 200@! Ministerio del Medio
Ambiente. Por medio de la cual se determina el procedini@ara el registro de
colecciones biologicas con fines de investigaciéntdica.

Articulo 1. Del registro de colecciones bioldgicason fines de investigacion.Toda
persona natural o juridica que posea una coledu@dgica cuyo objeto implique en
forma total o parcial actividades de investigaaiantifica, existente antes de la entrada
en vigencia del decreto 309 del 25 de Febrero @8,28si como las que se organicen
con posterioridad a dicho decreto, debera regiatrante el INSTITUTO DE
INVESTIGACION DE RECURSOS BIOLOGICOS "ALEXANDER VON
HUMBOLDT" de acuerdo con el procedimiento que séaldsce en la presente
resolucion.

Articulo 2. Solicitud de registro. La solicitud de registro de una coleccion biotagi
con fines de investigacion cientifica deberd presea ante el INSTITUTO DE
INVESTIGACION DE RECURSOS BIOLOGICOS "ALEXANDER VON
HUMBOLDT" dentro del formato anexo a esta resolaciél cual hace parte integral de
la misma.

Articulo 7. Facultades de las colecciones biologeaegistradas. Las colecciones
biologicas registradas estan facultadas para pres@soria en las investigaciones
cientificas y demas estudios que se requieran @f@etos de catalogar, mantener y
organizar taxonomicamente especimenes obtenid@dmegte. Asi mismo serviran
como referencia en la identificacion de especimdeda diversidad biol6gica dentro de
los estudios ambientales e inventarios de biodiads



* NORMAS DEL INSTITUTO COLOMBIANO DE AGRICULTURA (ICA )

Materia de Insumos Agricolas

Dentro de las obligaciones legales para soportaintastigacion se revisaron las
resoluciones correspondientes a la normatividadgudada por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural junto con el ICA ¢iituto Colombiano de Agricultura),
quien otorga la resolucion No 00150 del 21 de eder@003, por la cual se adopta el
Reglamento Técnico de Fertilizantes y Acondiciomaga@le Suelos para Colombia. En
donde se mantiene actualizadas las normas bajuédss se debe regir toda persona
natural o juridica que se dedique en Colombia aint@ortacion, fabricacion,
formulacién, envasado, distribucién, expendio, ysaplicaciéon de fertilizantes vy
acondicionadores de suelos.

El articulo 29° menciona los nombres comerciales de los fertilemnty
acondicionadores de suelos que se comercializaaombia, los cuales deberan
ajustarse a términos de moderacion técnica y €&immtly corresponder a las
caracteristicas de uso del producto. La Resolu€ida de 2002, emitida por el
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Indicque los biofertilizantes con
nombres que empiecen con el prefijo Bio Unicameptelra ser utlizado en
acondicionadores organicos registrados para agmaulecoldgica, que involucren
microorganismos en su composicion (ICA, 2003). &hayo Azospirillumsp. segun
ICA (articulo 1°) se encuentra incluida entre lastérias fijadoras de nitrogeno (ICA.
1999).



3. DISENO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion es de tipo experimental, se deBaron dos fases: fase |. Laboratorio
y una fase Il donde se aplicaron los modelos esttad$. Se manejé una hipétesis nula
(eficiencia en la produccién de biomasa Atsospirillum brasilenseC16 empleando
fuentes de crecimiento alternativas de bajo costo).

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION: Los tratamientos a diferente concentracion de lesites de
crecimiento que fueron sometidos simultaneamentdosa modelos estadisticos
experimentales (aplicando el Disefio Plackett-Bupman

3.2.2 MUESTRA: La cantidad especifica de los sustratos que p@E®Enimejores
resultados en el Disefio Plackett-Burman, fuerolizatios como fuentes nutricionales
aplicando el disefio de optimizacion Box-Behnken.

3.3 FASES DE LA INVESTIGACION

3.3.1 FASE I CONFORMACION BANCO DE CEPAS Y DETERMI NACION DE
LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA BACTERIA  Azospirillum brasilense
C1e6.

* Microorganismo utilizado

La cepa bacteriana empleada en esta investigaciéa fparte del Banco de cepas del
Laboratorio de Microbiologia de suelos del C.| Tid& de la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria-Corpoica, obtenida @ardenas (2007), la cual fue
aislada de suelos cultivados con pasto GuiRaemiCum maximurjacq) en la Estacion
Experimental Motilonia en el Valle del Cesar Mupioi de Codazzi, reportada como
una bacteria que contribuye al incremento de laymtividad y calidad nutricional de
este tipo de graminea al segregar sustancias psoesadel crecimiento aumentando la
densidad y longitud de los pelos radicales. Espma dae caracterizada e identificada
genéticamente comAzospirillum brasilenseen EMBRAPA Agrobiologia (Empresa
brasilera de investigacién agropecuaria) y codificaomo Cepa C16.



* Reactivacién de la cepa

La reactivacion de A. brasilenseC16 se realiz6 a partir de un tubo Eppendorf
®crioconservado utilizando el método por agotamieeto medio rojo Congo
(Rodriguez-Caceres, 1982) y batata. Las cajasriuercubadas durante 48 horas a 30 +
2°C. (Figura 4).

Figura 4. Identificacion deA. brasilenseC16 en medio Rojo Congo (Rivera, 2008)

» Descripcion fenotipica

Se realizaron tinciones de Gram, para verificapl@eza deA. brasilenseC16 en
estudio (Figura 5).

Figura 5. Morfologia celularAzospirillum brasilensebservada mediante el microscépio 6ptico Olympus
cx41 con el objetivo de 100x (Rivera, 2008).

« Estandarizacion del indculo

Partiendo de una siembra de brasilenseC16 en el medio de cultivo Dygs para
obtencién de biomasa, se prepar6 el indculo suspmohal la bacteria en solucion salina



al 0,85% (p/v). Esta suspension fue ajustada a Nfb5 de la escala de Mc Farland, el
cual fue verificado mediante la lectura de absartzantilizando el Espectrofotometro
DU® serie 530 Life Science de la unidad de genéticdecntar y mediante la
cuantificacion simultanea de Unidades FormadoraSalenia (UFC/ml) por el método
de diluciones seriadas en basel0 y recuento ea ptada técnica de microgota (Doyle
M. et al.,2001). El valor absorbancia del tubo N° 5 es dé&stm (Anexo 5) lo que
corresponde a 7,64 Log 10 UFC/m.

* Banco de trabajo

Se realizé una suspension celular al 10% del migesasmo en solucion salina (NaCl
0,85%) ajustandolo con el tubo N° 5 en la EscalavideFarland (Protocolo Lab.
Microbiologia de Suelos). La suspension fue agragald medio de cultivo Dygs
incubandose durante 48 horas, a 30 +2 °C y 120 Rwsterior a la incubacion se
combino el caldo de fermentacion en una propord®i@0:30% (v/v) del inéculo con el
glicerol que se utiliz6 como agente anticoaguldmdédgico. Posteriormente, se agregé
1ml de la mezcla en tubos Eppenddestériles y se conservé a -20 °C (Figura 6). Se
verificd la concentracion celular por medio de eouento en placa por la técnica de
microgota (Doyle M.et al., 2001) y la viabilidad basado en el método econetric
(Doyle M. et al., 2001) a las 72 horas. El método ecométrico consistélividir en
cuatro cuadrantes la caja de petri y en cada coi@ds® realiza una siembra en lineas
paralelas, cada linea de crecimiento equivale glibétcando viabilidad un resultado
del 100%. Estos viales fueron utilizados como banauoario, banco de trabajo y banco
piloto para el desarrollo de la investigacifa. estabilidad enzimética d&zospirillum
brasilense se realiz6 mediante la cuantificacion de la ddpacde la bacteria de reducir
acetileno (ARA) para confirmar que el método deseovacion utilizado mantuvo la
estabilidad del microorganismo durante el desard#lla investigacion.

Figura 6. a) Almacenamiento dé. brasilens€C16 mantenidos a -20 °C

bjales de banco de trabajo mantenidos a -20 °Cef@j\2008).



 Cinética comparativa entre el medio de referencia y el medio
alternativo para el crecimiento deA. brasilense C16.

Se realiz0 la cinética de crecimiento AlebrasilenseC16 en el medio de referencia
Dygs. Esto constituyé un punto de partida paraizaaluna comparacion entre las
curvas de crecimiento del medio de referenciamelio optimizado.

La curva de crecimiento se realiz6 en un erlenmeje2 L de capacidad con un
volumen de trabajo de 400 mL de medio liquido goa agitacién de 120 rpm y 30 *
2°C. Se efectuaron muestreos desde la hora 0 erimstente cada 3 horas hasta
completar 60 horas con el fin de determinar losnes Gptimos de concentracion Ale
brasilenseC16. El ensayo se realizo por triplicado y se adilel Espectrofotometro
DU® serie 530 Life Science de la unidad de Genéticdettar del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria (CBB) para registras lecturas de absorbancia a 559 nm
(Figura 7); al mismo tiempo se realizé recuentkea por la técnica de microgota.
Los parametros cinéticos evaluados fueron conagatrale biomasa y pH.

Figura 7. Espectrofotometro DUserie 530 Life Science

+« Parametros evaluados

Determinacién de biomasa

La determinacion de UFC/ml (biomasa) se realizbgbonétodo de diluciones seriadas
en base 10 y recuento en placa por la técnica deguota (Doyle Met al.,2001). Las
diluciones decimales se efectuaron desde la ditut{f hasta 10. Para el recuento en
placa se dividio la caja de Petri (con medio batatacuatro cuadrantes y se inocularon
20 pul de la muestra en la superficie dejando secargt#as, consecutivamente se
incubaron a 30 * 2°C durante 48 horas para sepostectura y recuento.



Se calcul6 el numero de UFC/ml aplicando la sigeiédrmula:

UFC/ml=Nx D x 50

N= Numero de colonias en caja; D= Factor de dilic&®)= Factor de correccion

Determinacién de pH

La determinacion de pH se realizO mediante un paleretro (Hanna instruments
pH211®) siguiendo el protocolo del Laboratorio de Micmibgia de Suelos.

Durante la curva se determind y calculé paramethodticos, entre ellos la velocidad
especifica de crecimiento y el tiempo de crecinoiet@A. brasilenseC16 en el medio
de referencia, con el fin de analizar el comporésta del microorganismo con base en
los parametros fijados durante el desarrollo deteso.

3.3.2 FASE Il APLICACION MODELOS ESTADISTICOS
EXPERIMENTALES

Para el disefio inicial del medio de cultivo se toootno referencia el medio Dygs
(Rodrigues Netet al.,1986) que ha sido utilizado en la multiplicaci@nwhcterias del
género Azospirillum sp. Se estudiaron: fuentes de carbono, fuentes itdi&gyeno,
microelementos, sales y factores fisicos comorkaeion y agitacion con el propaosito
de determinar los elementos que afectan sign¥aatente el crecimiento del
microorganismo.

De acuerdo al metabolismo de la bacteria se selemmn las fuentes de crecimiento
mas influyentes sobre el desarrollo del microorgimoi manteniendo una adecuada
relacion de C/N en el medio de cultivh. brasilensepresenta diferentes vias de
degradacion de las fuentes de carbono dentro aiddss participan el ciclo de Krebs y
las rutas metabdlicas de Embden-Meyerhof-ParnamtpeEDoudoroff. Y para la
degradacion de fuentes nitrogenadas sigue las dgaanimacion y transaminacion
(Westbyet al.,1983).

El disefio del medio de cultivo paraAa brasilenseC16, se realiz6 en dos etapas: 1)
Etapa exploratoria mediante el Disefio Plackett-Burmg 2) Etapa de Optimizacion;



como variable de respuesta se selecciono el cremimicelular expresado como
UFC/ml.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en dat@ecdurante 15 min. a 121°C y 15
psi. Todas las fermentaciones se llevaron a calmslenmeyers de 125 ml, conteniendo
un volumen de medio segun la relacion de aireadénacuerdo al disefio de
experimentos utilizado, con un pH de 6,8-7.0. Rarareparaciéon del inoculo, se
realizd una suspension celular al 10% del micragsgao en solucidén salina (NacCl
0,85%) ajustandolo con el tubo N° 5 de Escala de RMddand (Protocolo Lab.
Microbiologia de Suelos). Una vez inoculados Idsreneyers se llevaron a un agitador
horizontal LAB-LINE® Orbit, a una temperatura de 30 +2°C y una agited®acuerdo
al disefio experimental a utilizar (Figura 8).

Antes de empezar la inoculacion AebrasilenseC16 en los tratamientos, se realizé un
recuento en placa de la suspension celular paerndie@r la concentracién inicial
mediante un recuento en placa por la técnica deogota (Doyle Met al.,2001).

Figura 8. Tratamientos disefio experimental, en un agitadaedatal LAB-LINE® Orbit.

+ Disefo Plackett-Burman

Para iniciar el estudio se aplicd una etapa prelmexploratoria usando un disefio
Plackett-Burman con el fin de determinar las fugmnte crecimiento y factores fisicos
que afectan el crecimiento celularAldorasilenseC16.

El disefio experimental se implement6 con 14 traatos por triplicado, de los cuales
2 fueron los controles: el medio Dygs (13) y el mealternativo a la mitad (14). Se
determiné evaluar 9 factores nutricionales: cuftlentes de carbono (C1, C2, C3y
C4), dos fuentes de nitrébgeno (N1 y N2), dos sd®$ y S2), solucién de



microelementos (K) y dos factores fisicos: aireadip y agitacion (J) (Tabla 5). Cada
factor se evalu6 a dos niveles: un nivel alto dedotpor (+) y un nivel bajo designado
por (-) (Tabla 6). El analisis de los datos obteride llevo a cabo mediante el andlisis
de varianzaAnova),para determinar los factores mas significativdsresda variable
respuesta.

Las fuentes de crecimiento fueron sometidas a wamacterizacion quimica en el
Laboratorio de Suelos, Agua y Foliar de Corpoidgliendo protocolos previamente
estandarizados. Se determind el porcentaje de marboganico por el método de
Walkley-Black modificado y nitrégeno total por ebtndo Kjeldahl; esto con el fin de
determinar la relacion C/N, y de esta manera nctafel metabolismo de la bacteria en
estudio. La tabla se presenta en el Anexo D; y fmmalemas sustratos se utilizé la
ficha técnica establecida para las fuentes a evalua

La codificacién de cada uno de las fuentes demiento y factores fisicos se realizé de
acuerdo a las normas establecidas por el labavatieriMicrobiologia de Suelos del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB).

El disefio experimental se basa en un modelo desponden:

Y= Bo+2 BiXi [Ec.1]

Donde Y es la respuesta (Biomapa)es el intercepto del modelies el coeficiente
estimado para cada variable o factor Xi.



Tabla 5. Matriz experimental Plackett-Burman para el disdéain medio de cultivo pafa brasilense

C16.
Tratamientos
1|23 |4|5|6|7|8|0o|t01 12 &3 (b“e
Factores Ref.) dio)
codificados
S1 + + - + + + - - - + - -
S2 - + + - + + + - - - + -
C1 + - + |+ - + |+ | 4+ - - - -
Cc2 - + - + + - + + + - - -
C3 - - + - + + - + + + - -
C4 - - - + - + + - + + + -
N1 + - - - + - + + - + + +
N2 + + - - - + - + + - + -
0] + + + - - - + - + - + -
J) - + + + - - - + - + + -
(K) + - + + + - - - + - + -

Las magnitudes de los puntos de referencia o pweas se definieron mediante un
analisis bibliografico para procesos similaresigiel manera los deltas o incrementos
para obtener los valores de los niveles, aplicdmdmuiente ecuacion:

Nivel (-); = Nivel (0) —A/2
Nivel (+F Nivel (0) + A/2 [Ec.2]

Donde: Nivel (0), es el punto de referencia partaetor j, determinado a partir de la
informacion precia obtenidaA es el delta o magnitud de diferencia a evaluar
experimentalmente, este valor se seleccion6 ddotata que permitid inferir con
claridad los efectos de cada factor j. Nivel (s)eénivel bajo para el factor j. Nivel (+),
es el nivel alto para el factor |.



Tabla 6. Factores analizados mediante un Disefio Placketr8uly codificacion de los niveles
utilizados para las distintas fuentes nutricionales

NIVELES DEL FACTOR

FACTOR CODIFICACION  NIVELBAJO ()  NIVEL ALTO (+)
Sal s1 0,25 g/L 0,75 g/L
Sal S2 0,25 g/L 0,75 g/L
Fuente de carbono C1 lg/L 3g/L
Fuente de carbono Cc2 0,675 g/L 2,025 g/L
Fuente de carbono C3 0,74625 g/L 2,23875 g/L
Fuente de carbono C4 0,98 g/L 2,94 g/L
Fuente de nitrégeno N1 0,721 g/L 2,163 g/L
Fuente de nitrégeno N2 0,848 g/L 2,544 g/L
Aireacion I 1/5 2/5
Agitacion J 60 rpm 180 rpm
Microelementos K 0,5 ml/L 1,5 mliL

» Etapa de optimizacién aplicando un Disefio Box-Behrdn

Teniendo en cuenta los factores significativos ldbigefio Plackett-Burman, se llevo a
cabo el disefio de optimizacion utilizando un naled, medio y bajo de los tres factores
mas influyentes sobre el crecimiento del microoigran, determinando de esta manera
el nivel 6ptimo de cada variable independienteapardesarrollo de este experimento
se utilizé el Disefio planteado por Box-Behnken, geemitio evaluar los efectos
cuadraticos y las interacciones de orden supente das variables y determinar la
naturaleza no lineal de la respuesta. Como punttatese utilizo el tratamiento en el
cual se alcanzo la mejor respuesta en cuanto @huento deAzospirillumbrasilense
Los demas componentes y condiciones se dejar@ndgacuerdo al mismo tratamiento

Para los calculos estadisticos, el comportamiestdadproduccion de biomasa fue
explicado por la siguiente ecuacién cuadratica:

YBo +2Bi Xi + Zpij Xi? + ZPij XiX; [Ec.3]



Donde Y es la respuesta (Biomasa), los subindigesiian desde 1 al numero de
variables,o es el interceptdji son los coeficientes linealefij son los coeficientes

cuadraticos. La ecuacion fue resuelta utilizando phquete estadistico
STATGRAPHICS Plus versién 5.1 para estimar la restau de la variable

independiente. El estadistico F se uso para eviasagnificancia del modelo.

En el disefio experimental se implementaron 15miat@os por triplicado. La matriz
experimental se presenta en la tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental Box-Behnken p#rabrasilenseC16 (Montgomery, 1991).

Factores Codificados

Tratamientos A B Cc
1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 1
6 -1 0 1
7 1 0 1
8 1 0 1
9 0 1 1
10 0 -1 1
11 0 1 -1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0

15 0 0 0




3.6 INSTRUMENTOS

Para la informacion requerida en esta investigasgacudio a:

Consultas de articulos cientificos en revistas mhestigacion como: Journal of
Bacteriology, Science Direct (Elsevier), Springérk,. High Wire, Hinari, Agora, Agris
y Agriculture Journals.

Revision bibliografica en la base de datos de laifida Universidad Javeriana y en la
Biblioteca Agropecuaria de Colombia.

Consultas a profesionales del Laboratorio de CobnBiologico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria-CBB. y del Departaneede Biometria.

Capacitacion con la Dra. Vera Lucia Baldani (Embjagobre el génerAzospirillum
sp.

3.8 TECNICAS DE ANALISIS

De acuerdo a los resultados obtenidos en las ditsgestapas de la investigacion, la
informacion se registré en tablas y cuadros queofuanalizados empleando paquetes
estadisticos (STATGRAPHICS Plus version 5.1. SA&iva 9.0), que permitieron
visualizar el crecimiento de la bacteria en funcdm los parametros de medicion
evaluados de manera cualitativa y cuantitativa.



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el banco de trabajo la viabilidad celular nomidisiy6é significativamente y el
método de crioconservacion utilizado no afectoidalbgia del microorganismo. Asi
mismo, durante la investigacion se realiz6 la paude reduccion de acetileno (ARA)
para la cepa C16 al iniciar el banco y después raeanservarlo mostrando un
comportamiento promedio de 118,35 nmol G2 mL™. Ademas, se mantuvo la
pureza al 100% vy la concentracion del glicerol izdda (30%) no afectd el
mantenimiento dézospirillum brasilens€16 por lo que la evaluacion del recuento en
UFC/mL no disminuyé ninguna unidad logaritmica. €¢a manera, se puede asegurar
qgue bajo las condiciones de laboratorio, este cestpusirvi6 como crioprotectante
para la preservacion de la bacteria.

4.1 CINETICA DE CRECIMIENTO Azospirillum brasilense C16.

4.1.1 MEDIO DE REFERENCIA (Medio Dygs)

La curva muestra detalladamente los valores oltered la fermentacion en un tiempo
de 60 horas, a 120 rpm con una temperatura deZ3C;tse observa un incremento de
dos exponentes respecto a la concentracion imigial medio de cultivo convencional.

La curva de crecimiento dA. brasilenseC16 en el medio de cultivo de referencia

(Figura 9) inici6 en 8,3 Log UFC/mL, presentandoctecimiento exponencial hasta las

24 horas con un valor de 10,25 Log UFC/mL, segdielaina fase de descenso entre la
hora 24 y 33 para finalmente alcanzar una faseiest&ia desde la hora 39 en adelante
donde permanece constante la concentracién celular.
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8,9 //

Log UFC/mL

2 4/
8,3/

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60
Tiempo (Horas)

Figura 9. Cinética de crecimiento parA. brasilenseC16 en funcidn del tiempo en el medio de cultivo
de referencia.



En primer lugar, se realizé la linealizacion declava de crecimiento aplicando el
método de minimos cuadrados para obtener la reatagiesion desde la hora 0 hasta la
hora 30 (ver Figura 10) debido a que en este iakerde tiempo finaliza la fase
exponencial y se presenta el mayor valor del esttadiR.
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Figura 10. Linealizacién de la curva de crecimiento pArérasilenseC16 en el medio de cultivo de
referencia.

La ecuacion de regresion obtenida fue:

y = 0,220x + 8,119; R= 0,965

Los resultados revelan que existe una relaciérdissisamente significativa (p < 0,01)
entre las variables. El valor de coeficiente deretacion R, indica que el modelo
explica el 96,5% de variabilidad de la variable etepente, por lo que aumenta la
confiabilidad del andlisis realizado. Asi mismo psede asegurar que la cinética es de
orden 1, por lo que el microorganismo respondeaadimetica de tipo exponencial y se
presenta mediante la siguiente ecuacion:

Velocidad volumétrica de produccion de biomdsas (X [Ec.4]

rx = dx/dt



Integrando la ecuacién se obtiene la expresion:

X = Xoe™ [Ec.5]

X = Concentracion de células viables
Xo = Concentracion de células en un tiempo cero
u = Velocidad especifica

t = tiempo

Tomando logaritmos neperianos:

In X =In Xo +ut [Ec.6]

De acuerdo a lo anterior se calculd la velocidgueeidica de crecimientquf) y el
tiempo de duplicacion para la fase exponenciakexmesion del tiempo de duplicacion
su obtuvo de la ecuacion 5y se transformo en:

d =lin 2/ ux [Ec.7]

El resultado de la velocidad especifica de crecitnigoaraA. brasilenseC16 en el
medio Dygs fue de = 0.220 A, para alcanzar una concentracién maxima de células
de 1.83 x 18 UFC/mL al final del proceso de multiplicacién ytielmpo necesario para
gue la poblacion dA. brasilenseC16 se duplique fue de 3,15 horas.



4.2 DISENO DE UN MEDIO DE CULTIVO

4.2.1 Etapa exploratoria (I)

Los resultados de las lecturas del recuento Log/hF€e presentan en la Tabla 8. Los
mejores tratamientos fueron el 3, el 1 y el 12,doales mostraron una concentracion
promedio entre 9,51 Log 10 de UFC/ml, 9,18 Log #0UFC/ml y 9,16 Log 10 de
UFC/ml con un coeficiente de variacion (CV) entt8396, 0,70% y 0,26% entre las
réplicas respectivamente. Los tratamientos 5, @ yresentaron los menores valores
promedio del recuento en Log UFC/ml entre 9,03 L6gde UFC/ml, 9,04 Log 10 de
UFC/ml y 9,05 Log 10 de UFC/ml respectivamentep gatiede ser atribuido a la
relacion de las magnitudes evaluadas que no peromtique el microorganismo
metabolizara los nutrientes de forma correcta yed®a manera se agotaron las
diferentes coenzimas u otros constituyentes celsilque impidieron el crecimiento de
A. brasilenséC16, sumado a lo anterior también pudo ser laBiéidsid de la técnica de
cuantificacion aplicada.

Tabla 8. Nimero de células (Log UFC/mI) obtenidos aplicandalisefio Plackett-Burman paka
brasilenseC16.

PLACKETT BURMAN
. Réplicas recuento Media | Desviacin |Coeficiente .
Tratamientos AR AT _de_ ) Varianza
1 2 3 variacion
1 9,24 | 9,18 | 9,11 9,18 0,064562212 0,70% 0,0042
2 9,24 | 9,13 | 8,98 9,12 0,133156468 1,46% 0,0177
3 10,20| 9,18 | 9,15 9,51 0,602368632 0,33% 0,3628
4 9,06 | 9,13 | 9,19 9,13 0,064876615 0,71% 0,0042
5 8,93 | 9,02 | 9,13 9,03 0,100582545 1,11% 0,0101
6 9,02 | 9,00 | 9,10 9,04 0,050947953 0,56% 0,0026
7 9,15 | 9,04 | 9,22 9,14 0,088571337 0,97% 0,0078
8 9,15 | 9,13 | 9,00 9,09 0,080197416 0,88% 0,0064
9 9,06 | 9,19 | 9,08 9,11 0,070120131 0,77% 0,0049
10 9,18 | 9,16 | 9,11 9,15 0,032476232 0,35% 0,0011
11 9,00 | 9,06 | 9,08 9,05 0,041423693 0,46% 0,0017
12 9,16 | 9,13 | 9,18 9,16 0,023358246 0,26% 0,0005

A partir de los datos obtenidos se aplicé un aisais varianzaAnovg y se dilucidé el
efecto de cada uno de los factores evaluados (Babla



Tabla 9. Analisis de varianzaAhovg de los resultados obtenidos para determinardtmes de
estadistico P, con un nivel de confianza del 95P4lidefio experimental Plackett-Burman.

Factor Simbolo Estimacion P-valor

Sal S1 -0,0694444 0,2796

Sal S2 0,0105556 0,8677

Fuente de carbono 1 C1 0,0794444 0,2179
Fuente de carbono 2 Cc2 -0,0783333 0,2242
Fuente de carbono 3 c3 0,0283333 0,6555
Fuente de carbono 4 ca4 -0,0783333 0,2242
Fuente de nitrégeno 1 N1 -0,0716667 0,2649
Fuente de nitrégeno 2 N2 -0,0872222 0,1777
Aireacion ' 0,118333 0,0721
Agitacion J 0,0661111 0,3027
Microelementos K 0,0505556 0,4282

Se determinaron los valores de P, con un niveladianza del 95%. Los datos para
cada uno de los factores analizados no presentafectos estadisticamente
significativos sobre la variable respuesta (p <5p,0.os resultados en negrilla
corresponden a los factores que mostraron unafisgmia sobre el crecimiento del
microorganismo. Mientras, que se descartaron loeras: Sal (S2), fuente de carbono
(C3) y la solucion de microelementos (K) por préaewalores de P mayores.

De acuerdo a los resultado obtenidos, se realizanafisis matematico (ver Anexo F)
reemplazando los coeficientes de regresion para &actor en la ecuacion 1 y se
establecio el modelo de ajuste de regresion paretiuctividad en células (Y).

La ecuacion del modelo ajustado es:

Y = 9,14083 - 0,0347222S1 + 0,00527778S2 + 0,032¢22- 0,0391667C2 +
0,0141667C3 - 0,0391667C4 - 0,0358333N1 - 0,043W21% 0,05916671 +
0,0330556J + 0,0252778K

Donde Y es la variable de respuesta, S1y S2 ses,dal, C2, C3 y C4 son fuentes de
carbono N1 y N2 son fuentes de nitrégeno, | esaeio|®, J es agitacion y K es
microelementos.



Segun la carta de Pareto (Figura 12), se obsergdagaireacion (I) fue el factor que
presenté mas significancia sobre el crecimienté.derasilenseC16, con una magnitud
positiva, por lo cual se debe evaluar en el var(2{5) en el siguiente disefio. La
relaciéon de aireacion indicé que el nivel evalug2i®d) para el volumen de medio de
cultivo favorecio el crecimiento de la bacteriabide a que esta relacion disminuye la
aireacion aun mas en comparacion con el nivel @/&juado el cual esta ubicado en el
nivel bajo. Este resultado esta de acuerdo coegdortado por Barak, Ret al., (1982)
donde sefialan que a condiciones de baja conceéntrdei oxigeno (microaerofilia) las
células deAzospirillumsp. crecen y se multiplican satisfactoriamentemgerndoles
expresar su actividad nitrogenasa. Para examisadémas factores se partié de este
fundamento de que si no se encuentra niveles adeswuk® aireacion parm brasilense
C16 en el medio, el oxigeno puede volverse unaascist toxica e inhibir su
crecimiento debido a que este factor no actia amutriente por lo que para obtener su
energia la bacteria la realiza a partir de reaesioque no impliquen su utilizacion
(Comunicacion directa Dr. Vera Lucia Baldani).
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Figura 12. Diagrama de Pareto aplicando un Disefio PlackettaBar paraA. brasilenseC16.
Codificacion de los factores: S1ly S2 sales, C1,&®y C4 fuentes de carbono, N1 y N2 fuentes de
nitrégeno, |: aireacién, J: agitacion, K: microetartos.

La fuente de nitrogeno (N2), arrojo el segundo wadme presentd un efecto
representativo sobre la variable respuesta en wuel miajo, lo cual demuestra la
importancia de este factor en bajas cantidadese selbcrecimiento dé\. brasilense
C16, si se mantiene una buena relacion de C/N mre@io de cultivo, permitira que el
microorganismo exprese una optima respuesta y wesupromueva la sintesis de
polisacéaridos exocelulares provocando la formad®agregados celulares lo cual tiene
un efecto positivo en la supervivencia y establemmo en el suelo (Parra & Cuevas,
2001). Este factor fue sometido a un fuerte tragatoi para hidrolizar y liberar
diferentes nutrientes como (proteinas, glucidosyenales entre otros). El anterior



resultado pudo favorecer la actividad enziméaticalay viabilidad celular del
microorganismo al aportar elementos nutricionaléogenados, fosfatos, potasio y
diferentes vitaminas del complejo B (Daletnal, 1993; Rodelast al, 1993). Esto a su
vez, pudo reflejarse al no presentar ningun efesthre el crecimiento del
microorganismo la concentracion de sal y la solugi@ microelementos evaluadas
(Comunicacion directa Dr. Vera Lucia Baldani).

Asi mismo, la fuente de carbono (C1), presentdinih@encia sobre el crecimiento de la
bacteria con una magnitud positiva, por lo queesenite inferir que la relacion de las
cantidades utilizadas de nitrégeno y carbono erlesvbajos y altos en el disefio
respectivamente, contribuye al 6ptimo desarrollb rderoorganismo si se controla
adecuadamente de manera que la limitacion o elsexde estos factores nutricionales
pueden generar una respuesta desfavorable sotapdaidad de fijacion de Nitrégeno
(Martinezet al, 1984; Parra & Cuevas, 2001). Los resultados detmaueque en donde
se utilizd la fuente de carbono (C1) posiblementenieroorganismo degradd otros
compuestos presentes en ella y de mayor asimilgmoéta bacteria por ser una fuente
de crecimiento y no un producto puro para ana{Rig\); contrario a lo reportado por
Baldani, (1985) donde se afirma que esta especieene la capacidad de metabolizar
esta fuente de carbono.

La fuente de carbono (C2), a pesar de no presentafecto significativo sobre el
crecimiento del microorganismo no se descarté pamtemer una buena relacion C/N
que es un requisito importante en el balance nomat del medio de cultivo.
Igualmente, esta fuente de carbono ademas de mpudeatos de carbono, le
proporciona al medio de cultivo diferentes compoeemales como: minerales, cuerpos
nitrogenados, acidos libres, vitaminas entre otyog; favorecen de manera indirecta el
crecimiento deA. brasilenseC16. El utilizar este tipo de sustrato residuahper de
forma viable contribuir con el sostenimiento deatmicultura al manejar elementos de
bajo costo y de alto valor nutricional.

Ademas, se trabajaron como parametros fijos lowifas: fuente de carbono (C4),
fuente de nitrogeno (N1) y la sal (S1) en los msebajos por encontrarse en el
diagrama de Pareto (Figura 9) dentro de un nivaigigficancia similar al de la fuente
de carbono (C2). Esto con el fin de mantener lardidad nutricional en el medio de
cultivo.

La fuente de carbono (C4), se seleccion6 debideeaAgbrasilenseC16 presenta alta
actividad metabdlica por este factor carbonadoatEmdolo para su rapida asimilacion
(Eckert,et al., 2001). Ademas, dicha fuente manifiesta altos eele carbono por lo
gue constituye un elemento nutricional econdmico@nparacion con la glucosa grado
reactivo utilizada en el medio Dygs (Rodrigues Nattal., 1986).



La fuente de nitrogeno (N1), no fue omitida, deb&ague se tuvo en cuenta como
criterio de seleccién los altos niveles de pordent® nitrdgeno y carbono organico
presentes en esta fuente, su costo y el aporteionad que puede contribuir al 6ptimo
desarrollo deA. brasilenseC16. Ademas, presenta un valor de significanciadéstica
de (0,2649), que se encuentra en un rango de gglexemejante a otros factores que
fueron considerados y experimentalmente presentaroromportamiento estable para
la multiplicacion de esta bacteria en el medioulévo. La respuesta mostrada por esta
fuente nitrogenada permite inferir que el microoigano pudo desdoblar polimeros de
interés debido a que a esta fuente se le apli¢ccatamiento lo suficientemente eficaz lo
que permiti6 hacer disponible nutrientes nitrogesadle un alto valor para el
metabolismo de este microorganismo. Esta respymstde ser fundamentada en el
hecho de que es una fuente de crecimiento mas peodncto puro para analisis (P.A)
por lo que en su composicion se encuentran difesemtitrientes de facil asimilacion
por el microorganismo a pesar de que esta preséatmidon que es un compuesto de
dificil degradacion por la bacteria (Baldaneflal.,1979).

El factor sal (S1), no presenté efectos estadiaticdie significativos, sin embargo al no
estar presente este compuesto en el medio deacuatiMleva a una disminucion en los
rendimientos producto/biomasa Beospirillum brasilenséMartinezet al., 2004). La
concentracion manejada en el disefio experimegpaésenta un valor mas bajo que el
obtenido con el medio de referencia (Rodrigues Méetal., 1986). La importancia de
este i6n sobre la producciéon de pobhmdroxibutirato (PHB) enAzospirillum
brasilense utilizando bajas cantidades aumenta los rendimsedel microorganismo.
Este resultado pueden estar relacionado con losnfurenan Schembret al., 1995 y
Eberlet al., 1996 con referencia a que los genes involucradda biosintesis de PHB
en Acinetobactersp. se activan transcripcionalmente bajo limitaai@ fésforo o que
bajo estas condiciond3dseudomonas putideonvierte todo el carbono extracelular en
materiales de reserva, respectivamente. De ac@elal@anterior se permite argumentar
queA. brasilenseC16 al igual que otras bacterias productoras dB, RHfosforo tiene
una marcada influencia sobre la produccion delnpeid a bajas concentraciones
contribuyendo de esta forma a una Optima multipi@@ade esta bacteria en el ambiente
rizosférico, asi mismo se debe moderar la concgdatrale potasio, debido a que este
elemento mantiene la presién osmatica celular deelias del génerdzospirillumsp.
(Comunicacion directa, Dra. Vera Baldani-Embrapa).

La relacion N/P, influye notablemente sobre la pamithn y productividad de PHB, por
lo que al mantener niveles bajos de fosforo, pemmesmtando los de nitrégeno se
alcanzan rendimientos mayores en bacterias delrgd&mospirillumsp. (Martinezet
al., 2004). Es por esta razén, que se mantuvieron tierés de nitrogeno y fosforo en
cantidades proporcionales en el disefio experimeatal vez la respuesta obtenida
resultd similar pard\. brasilenseC16 por lo que se permite inferir que el fosforo es un
elemento que regula la actividad metabdlica decrerty la fijacion de nitrogeno del
microorganismo, al participar como cofactor de nwosa&s reacciones metabolicas
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).



El factor agitacion (J), no presentd un efectoddsteamente significativo (p < 0,05),

por lo tanto se decidié no tener en cuenta el rael del mismo debido a que en

trabajos realizados en Brasil sobAeospirillum sp. por la Dra.Vera Lucia Baldani

(Embrapa), esta bacteria microaerofilica, fijadgeno bajo condiciones anaerdbicas
por lo que altos regimenes de aireacion tienefectenegativo sobre el crecimiento y
la produccién de biomasa @aospirillumsp. (Martinezt al.,2004). Es por esto, que si

se manejaban altas revoluciones el microorganisen@ safectado y no tendria las
condiciones de baja aireacién para su multiplicacséendo este factor (I) el que

presenta el mayor efecto sobre el crecimientostke leacteria, como lo indica la carta
de Pareto (Figura 11); de acuerdo a lo anteridrngeiabolismo deé\. brasilenseC16,

se determind fijar la agitacion en el nivel medib28 rpm.

ParaA. brasilenseC16, se demostré que no era necesario la adi@bfactor sal (S2)
en el medio de cultivo puesto que el valor estmdistie de 0,8677 (Tabla 8) siendo
muy superior a (P < 0,05), lo que indica que &sttor no tiene ningun efecto sobre el
crecimiento celular de esta bacteria. Esto seeptésnuy posiblemente debido a que el
microorganismo en el caso de la concentracion HéS2a su efecto fue enmascarado
por los demas sustratos empleados; siendo la fudmtearbono (C2) (fuente de
crecimiento) la que presenta altos niveles de carb@5%) y paralelamente otros
elementos adicionales disponibles como: Mg, NaF&, Ca, Mn. De acuerdo a lo
anterior, se puede inferir que al ser la fuentecddono (C2) una de las fuentes
nutricionales mas rapidamente desdobladas potiladaxl enzimatica dé. brasilense
C16 y ser a su vez facilmente asimilable por eatdeia permitié la liberaciéon de los
demas componentes impidiendo que el factor sal fgentara una influencia clara
sobre el crecimiento del microorganismo. Por Ilddase decidié descartarla debido a
que la cantidad excedia lo establecido en el mddiccultivo y no era necesario
agregarla puesto que el microorganismo se podihiiréninfluir de manera directa en
su velocidad de crecimiento y multiplicacion (Maeiz & Viera, 1986).

Por otra parte la fuente de carbono (C3) se désqawt ser el segundo factor
estadisticamente (0,655) menos influyente sobrereaddimiento del microorganismo,
esto quizas se debié al hecho de que este sustmtpudo ser metabolizado
eficientemente poA. brasilensepor presentar un esqueleto carbonadoetoglutarato-
gue para esta especie especificamente segun epdifiegraficos citados esta bacteria
es incapaz de degradarlo (BaldaretJal.,1979) 6 muy posiblemente se deba a que en el
medio liquido se encontraban fuentes carbonadasrépidamente degradadas por la
diferentes enzimas de las rutas Entner-Doudor&fpden-Meyerhof-Parnas (Baldani
J. et al.1979). Ademas este factor funciona paralelamenteocfuente de nitrégeno
(ibn amonio) por lo que su respuesta sobre el mieoto deA. brasilense C16 pudo
estar influenciada por otras fuentes de crecimigute a su vez presentaban iones
amonio dentro de sus componentes.

La solucion de microelementos (K) no se tuvo emtajeesta decision se fundamenté
en el hecho de que los elementos traza evaluado®sentaban en los demas sustratos



en cantidades similares por lo que dicha soluci@driuvo una respuesta significativa
sobre el crecimiento dA. brasilenseC16 de esta manera se puede inferir que los
constituyentes de esta solucién experimentarorracepo de precipitacion en el medio
de cultivo; por lo que debe tenerse en cuenta siejmaues los umbrales de carencia y
toxicidad particularmente para este microorganisstan muy proximos (Martinez
&Viera, 1986). A pesar de este resultado cabetegsglie la mayoria de los compuestos
evaluados contribuyen a la estimulacion del meisinal del carbono tales es el caso
del molibdeno que agregado en esta solucion gEtcmmo un cofactor enzimatico de
la enzima nitrogenasa en la fijacion de nitrégenor geste microorganismo
(Comunicacion directa Dr. Vera Lucia Baldani).

A patrtir de los andlisis estadisticos del disefaxlidtt-Burman se seleccionaron los tres
factores més influyentes para ser evaluados etape €e optimizacion Il. Ademas, fue
necesario aplicar criterios adicionales para dilaicia magnitud de los efectos y reducir
(costos, disponibilidad) asi el nUmero de factaresaluar en la siguiente etapa.

Se escogi6 el tratamiento N° 3, por presentar lgoméormacion de biomasa en
comparacion con los demas tratamientos con un w#Ed®,51 Log UFC/ml; ademas
este tratamiento contenia los niveles (2/5) deaeidm y el nivel alto de fuente de
carbono (Cl) y bajo fuente de nitrégeno (N2) qusultaron influyentes en el
crecimiento deA. brasilenseC16, de acuerdo con el analisis de varianza nuusta la
carta de Pareto para el disefio Plackett-Burmanui&id.2), razén por la cual la
formulacién final del medio como primer paso pawmmtmuar con el proceso de
optimizacién fue la combinacién obtenida en ekmgiento 3 (Tabla 10).

Tabla 10.Composicion medio alternativo

SUSTRATO g/L
Sal S1 0,01125

Fuente de Carbono C1 3
Fuente de Carbono C2 0,030375
Fuente de Carbono C4 0,0441
Fuente de Nitrogeno N1 0,032445
Fuente de Nitrégeno N2 0,848

Aireacion | 2/5

Agitacion J 120 rpm




4.2.2 Etapa de optimizacion (I1)

Para plantear el disefio se tomé como base la faoidul y las condiciones de
operacion del medio tres considerandolo como elgoentral o nivel medio del disefio
experimental.

El disefio designado por Box-Behnken consistidé enevaluacion de todas las
combinaciones posibles para los tres factoresa@one (I)A, fuente de nitrégeno (N2)
B y fuente de carbono (CX)) seleccionados del analisis anterior al presesftzstos
significativos sobre la variable respuesta (Talda 1

Tabla 11.Factores influyentes analizados en la etapa den@attion, codificacion de los factores para
A. brasilenseC16.

NIVELES DEL FACTOR

FACTOR SiMBOLO BAJO (-1) MEDIO (0) ALTO (+1)
Aireacion (J) A 1/5 2/5 3/5
Fuente de Nitrégeno (N2) B 0,424 g/L 0,848 g/L 1,272 g/lL
Fuente de Carbono (C1) C 15 g/L 3g/L 4,5 g/L

Los resultados de las lecturas del recuento enJE@/ml se presentan en la Tabla 12.

Se observd que los mejores tratamientos fueroruerden el 12, 1, 3 y 5, los cuales
mostraron una concentracion promedio entre 9,301(ge UFC/mI, 9,15 Log 10 de
UFC/ml, 9,15 Log 10 de UFC/ml y 9,15 Log 10 de UmRCfton valores bajos de
coeficiente de variacion (CV) entre 0,41%, 0,68%83% y 0,56% entre las réplicas
respectivamente. Los tratamientos 11, 4 y el 14gm@ron los menores valores
promedio del recuento en Log UFC/ml entre 8,90 LO6gde UFC/ml, 8,95 Log 10 de
UFC/mly 8,95 Log 10 de UFC/ml respectivamente.



Los resultados revelaron que no hubo diferenciaifsigtiva (p < 0,05) en las
concentraciones del mejor tratamiento tanto enig¢i» Plackett-Burman como en la
etapa de optimizacion aplicando el Disefio Box-Behnk

Tabla 12.Numero de células (Log UFC/mI) obtenidos del disefigerimental Box-Behnken pata
brasilensecepa C16.

DISENO BOX-BEHNKEN
Réplicas . . _
. Media Desviacion | Coeficiente .
Tratamientos 1 recuzento 3 aritmética estandar de variacion Varianza
1 9,15(9,08 | 9,20 9,15 0,062522831 0,68% 0,0039091
2 9,11{9,15|9,08 9,11 0,033481663 0,36% 0,00112102
3 9,15(9,11 9,18 9,15 0,03108057 0,33% 0,000966
4 8,95 (8,96 | 8,95 8,95 0,004825718 0,05% 2,3288E-05
5 9,11{9,20|9,11 9,15 0,052063502 0,56% 0,00271061
6 9,08(9,15(9,11 9,11 0,033481663 0,36% 0,00112102
7 9,00 (8,95 |9,04 9,00 0,043593301 0,48% 0,00190038
8 9,11 (9,04 | 9,08 9,08 0,036285853 0,39% 0,00131666
9 8,95 (9,04 | 9,00 9,00 0,043593301 0,48% 0,00190038
10 9,00(9,18 |9,15 9,11 0,09421547 1,03% 0,00887655
11 8,90(8,90 8,91 8,90 0,005428999 0,06% 2,9474E-05
12 9,26 (9,32 |9,32 9,30 0,038651747 0,41% 0,00149396
13 9,04 9,11 (9,08 9,08 0,036285853 0,39% 0,00131666
14 8,95 (8,96 | 8,95 8,95 0,004825718 0,05% 2,3288E-05
15 9,11 (9,04 9,18 9,11 0,067416204 0,74% 0,00454494

A partir de los datos obtenidos se aplicd un aisadistadistico utilizando el programa
Statgraphics plus version 5.1 para determinar ettefde cada uno de los factores
evaluados sobre la variable respuesta (Tabla 13).

En la tabla 13 se presenta el resultado arrojadelpsoftware utilizado; en la columna

N° 3 se encuentra el error estandar que mide haadddn del efecto analizado el cual

estuvo alrededor del 1,19%. Por ejemplo, para l@akion indica que los valores

calculados para el modelo se alejan en promedbd @& los datos experimentales. En
general el valor del coeficiente de correlacionrdetielo generado es alto, lo que indica
que el modelo explica el 60,10% de la variabilig@esentada en la experimentacion,
esto aumenta la confiabilidad del analisis reabizddndo un valor aceptable para la
descripcion de procesos bioldgicos.



Tabla 13. Analisis de varianzaXnovg aplicando el Disefio Box-Behnken pdyabrasilenseC16.

Codificacion de los factores: A = aireacion (I)zBuente de nitrégeno (N2) y C = fuente de carbono

(C1).

Factor Suma de cuadrados | Error estandar | F-ratio | Estimacion P-valor
A=l 0,0045125 0,0045125 0,38 0,0475 0,5654
B=N2 0,0153125 0,01531 1,28 0,0875 0,3086
c=C1 0,0002 0,0002 0,02 0,01 0,902

AA 0,0136641 0,0136641 1,15| 0,121667 0,3334
AB 0,0009 0,0009 0,08 0,03 0,7945
AC 0,013225 0,013225 1,11 0,115 0,3406
BB 0,0152026 0,0152026 1,27 | -0,128333 0,3102
BC 0,015625 0,015625 1,31 0,125 0,3042
cC 0,00862564 0,00862564 0,72 | 0,0966667 0,4339
Error total 0,0596417 0,0119283

Total (corr.) 0,149493

R’= 60,1041% R? (ajustado para g.l) = 0,0 %

Estadistica Durbin-Watson = 3,06215 (P=0,0052)

Autocorrelacidn residual Lag 1 =-0,558113

El diagrama de Pareto (Figura 13) demuestra qugunm de los factores evaluados
fueron estadisticamente significativos, esto esditativo de que el medio de cultivo

estandarizado no requiere ajuste adicional en spasicion. Por otra parte se puede
observar que la interaccion entre los factorestéuee nitrogeno N2 (B) y fuente de

carbono C1 (C) presentaron un efecto positivo stibreariable de respuesta con una
mayor significancia que los demas factores, de nopg® existe influencia conjunta

sobre el crecimiento d&zospirillum brasilens€16 indicando que el nivel adecuado
de esta interaccion en el medio de cultivo debe at&r para no provocar una

disminucién en la respuesta. Simultaneamente, amiex el efecto independiente de
los factores dando como resultado que el factontéuele carbono C1 (C), tiene el

menor efecto individual por lo que debe existir uelacion proporcional entre C/N en

el medio de cultivo para que esta fuente (C) tamgafecto 6ptimo sobre la variable de
respuesta, mientras que el factor fuente de nm@gs2 (B) presentd un efecto

individual representativo con una magnitud positiva



Factores a =0,95%

BC
B
BB
AA
AC
cc
A
AB
C

vt

0,5 1 15 2 25 3
EFECTOS ESTANDARIZADOS

o

Figura 13. Diagrama de Pareto aplicando el Disefio Box-BehmlegaA. brasilenseC16. Codificacion
de los factoresA: aireacion (1), B: fuente de nitrégeno (N2) C: fuente de carbono (.

El factor fuente de nitrégeno N2 denotado por teal€éB), presentd el mayor efecto
sobre el crecimiento del microorganismo de formadcética, individual, e interaccion

con los demas factores. Para el disefio del medioltieo alternativo se tuvo en cuenta
el efecto individual y la interaccion (concentracin el nivel alto) puesto que el efecto
cuadrético no tiene un significado biolégico.

El factor aireacion | (A), presentd un efecto cééido representativo sobre la variable
respuesta, pero no mostrd un efecto significatevéodma individual.

En la figura 14 se observa que la interaccion efudse factores presentd mayor
significancia que los efectos individuales, a exaap de la interaccion entre los
factores A y B que no manifestaron una influenciars el crecimiento dazospirillum
brasilenseC16.
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Figura 14. Comportamiento de los factores aplicando el dig&doBehnken paréa. brasilenseC16.
Codificacion de los factoreé.: aireacion (1), B: fuente de nitrégeno (N2)C: fuente de carbono (C1)



En la (Figura 14) cuando el factor aireacion | Al fuente de carbono C1 (C), se
encuentran en el nivel alto se presenta el maygimiento celular dé. brasilense
C16.

El factor aireacién | (A) influencio el crecimienttz A. brasilenseC16 al evaluarse de
manera independiente con una magnitud positivacando que el nivel adecuado de
este factor en el medio de cultivo debe ser (3863 mo provocar una disminucion en la
concentracién de biomasa del microorganismo.

La fuente de nitrogeno N2 (B), cuando se encuesr&l nivel mas alto presenta el
mayor crecimiento dA. brasilenseC16 (Figura 14).
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Figura 15. Superficie de respuesta de la interaccién enti@cedr aireacion (A) y la fuente de nitrégeno
2 (B).

Los resultados obtenidos con los modelos de sgperfile respuesta (Figura 15,16 y
17) mostraron los efectos relativos de dos vargalsigando la concentracién de la
tercera variable se mantuvo en un nivel constdPdea el factor aireacion (A) no se
observa claramente una tendencia hacia los dokesiegaluados (-1 y 1) debido a que
se presenta similaridad en la concentracion delramiganismo; mientras que se
observa una menor curvatura en los puntos cenfpalel® que nos permite inferir una
baja tasa de multiplicacion de la bacteria en es@gnitudes (Figura 15). Asi mismo,
para la fuente de nitrégeno 2 (B), las maximas ytddades se obtuvieron cuando
esta variable se encontré en el nivel 1 manteniendstante la fuente de carbono 1 (C).
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Figura 16. Superficie de respuesta de la interaccion entigelate de nitrégeno 2 (B) y la fuente de
carbono 1 (C).

Cuando la magnitud de aireacion (A) se mantuvo teotes, se observa que el factor
fuente de nitrégeno 2 (B) presentd una tendencigaHas puntos centrales con una
mayor curvatura en la gréafica, lo que confirma lgu®rmulacion de esta cantidad en el
nivel medio es la mas apropiada para el crecimidatdzospirillum brasilens€16. La
respuesta del factor fuente de carbono 1(C), éeflap maximo crecimiento del
microorganismo en la region del espacio explora@damdo este factor esta en un nivel 1
(Grafica 16).
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Figura 17. Superficie de respuesta de la interaccién enti@ctdr aireacion (A) y fuente de carbono 1

().



En el modelo de superficies de respuesta (Figunagenerado por el programa

Statgraphics plus version 5.1; cuando el factonteiele nitrogeno 2 (B) se mantuvo

constante, fue observado el efecto de los nivelakiados para el factor aireacion (A)

sobre la variable respuesta. Cuando los valoresstiefactor se van acercando a los
niveles bajos hasta situarse en el nivel de -Ireseptd una tendencia positiva sobre el
crecimiento del microorganismo. A su vez, la fuedé carbono 1 (C), mostré una

tendencia a maximizar la respuesta si se utilizaivel de 1.

El analisis estadistico di6 como resultado los icaeftes de regresién generados y se
reemplazaron en la ecuacion 3 del modelo de régresi

Y = 9,04333 + 0,02375A + 0,04375B + 0,005C + 0,@3B# + 0,015AB + 0,0575AC
- 0,0641667B +0,0625BC + 0,0483333C

El andlisis de varianza de la ecuacion de regresi@dratica demuestra la significancia
del modelo, es decir que los datos arrojados tesetle Fischer-F y en el coeficiente de
correlacion (R = 0,601) aportan resultados significativos.

Esta ecuacidon tiene la ventaja de mostrar el @féetcada factor independiente de su
nivel. De acuerdo con esta, la aireacion (A) tieneefecto lineal positivo sobre la
concentracion del microorganismo, al igual quduénte de nitrégeno 2 (B) y la fuente
de carbono 1(C). Asi mismo, el efecto cuadratidofatdor fuente de nitrégeno 2 (B)
presento el mayor efecto sobre el crecimientdzlespirillum brasilens€16.

Los resultados de los analisis de los disefios ewpatales obtenidos en estudio fueron
similares a los encontrados por Plazas C. (2@ fanejar disefios estadisticos como
el Plackett-Burman y el Box-Behnken los cuales jaram optimos resultados en el
aumento de la concentracion de biomasa de 2 LodgJAG/mI en un tiempo de
fermentacion de 22 horas para la bacteria fosfaitubgizadora Enterobacter
agglomeranautilizando materias primas de bajo costo y de gsaera se obtuvo un
medio de cultivo alternativo mas econdémico que fewe la multiplicaciéon de esta
bacteria comparado con el medio convencional (SRSM)



4.3 MEDIO ALTERNATIVO

La curva muestra detalladamente los valores alsren la fermentacion en un tiempo
de 60 horas, a 120 rpm con una temperatura deZ3C tse observa un incremento de
tres exponentes respecto a la concentracion irdnial medio de cultivo optimizado.

La curva de crecimiento dAzospirillum brasilenseC16 para el medio de cultivo
alternativo optimizado inicié en 8,7 Log UFC/mLgpentando un crecimiento éptimo
hasta las 24 horas con un valor de 10,9 Log UFCsaguido de una fase de descenso
entre la hora 27 y 33, y a si mismo presentanddfaseestacionaria de la hora 36 a la
45 para finalmente alcanzar la fase de muerte dalsi@inuyd la viabilidad del
microorganismo (Figura 18).

Estos resultados son similares a los reportadosReyeset al., (2006) quienes
utilizaron fuentes nutricionales alternativas dgphapsto y facil disponibilidad en la
region como la melaza, urea y harina de hueso gatiafacer los requerimientos
nutricionales de bacterias del gén@aospirillumsp. observando un crecimiento en el
orden de 9,8 — 10 log UFC/mL entre un tiempo dey228 horas de fermentacion
manteniendo una baja aireacion de 0,3 mg/L (OD).
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Figura 18. Cinética de crecimiento parA. brasilenseC16 en funcioén del tiempo en el medio de cultivo
optimizado.



Se linealiz6 la curva de crecimiento en el meditinogado aplicando el método de

minimos cuadrados para obtener la recta de regregigde la hora 0 hasta la hora 30
(ver Figura 19) para hallar la velocidad especifiga crecimiento y el tiempo de

duplicacién debido a que en este intervalo de tefinaliza la fase exponencial y se

presenta el mayor valor del estadistico R
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Figura 19. Linealizacion de la curva de crecimiento pArdrasilenseéC16 en el medio de cultivo
optimizado.

La ecuacion de regresion obtenida fue:

y = 0,25x + 8,521; R= 0,966

Con un p < 0,01 existe una relacién estadisticaengghificativa entre las variables. El
valor de coeficiente de correlacior?, Rndica que el modelo explica el 96,6% de
variabilidad de la variable dependiente, por lo gumenta la confiabilidad del analisis
realizado. Asi mismo, se puede asegurar que ldicanés de orden 1, por lo que el
microorganismo responde a una cinética de tipo repaial.



El resultado de la velocidad especifica de crecitoigparaA. brasilenseC16 en el

medio optimizado fue dgyx = 0.25 H, para alcanzar una concentracion maxima de
células de 10,9 Log UFC/mL al final del proceso rdaltiplicacién. Y el tiempo
necesario para que la poblacionAdspirillum brasilens€16 se duplique fue de 2,77
horas.

Las curvas de crecimiento para ambos medios dv@wvaluados iniciaron en 8 log
UFC/ml presentando una fase exponencial contingacgmprendio un tiempo de 30
horas (Figura 21).
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Figura 21. Cinética de crecimiento pafa brasilenseC16 en funcion del tiempo en el medio de
referencia y en el medio optimizado.

Como se visualiza en la (Figura 22), el microorgamu en estudio altero el pH de los
medios de cultivo evaluados durante el proces@dadntacion como resultado de las
sustancias producidas por su metabolismo desereradieruna reaccion en la medida
gue se consumen los sustratos. Para el medio tieocabnvencional, se observd un
aumento progresivo del pH en toda la cinéticdAdérasilenseC16 hasta alcanzar un
pH basico mayor a 8 en la fase exponencial de roresto debido a que el
microorganismo degrada rapidamente los sustragseptes en este medio por lo que



llega a una etapa donde agota sus fuentes nutale®y se detiene su crecimiento hasta
alcanzar la fase de muerte celular en corto tiefjpentras que para el medio mejorado
se presentd un aumento leve del pH manteniéndo$® meutralidad, presentando un
pH de 7,5 en la fase exponencial de crecimientardarel proceso de fermentacion, lo
que permite inferir que el crecimiento del micraorgmo puede ser garantizado debido
a que esta bacteria crece a pH cercanos a la idadréDobereiner J., 1983).
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Figura 22. Comportamiento del pH en el medio de cultivo denexficia y en el medio de cultivo
optimizado



4.4 MODELO ECONOMICO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

El analisis costo-beneficio realizado a la tecn@ogenerada arrojo los siguientes
resultados:

El costo por litro en el medio Dygs es #€2922,76pesos utilizando sustratos grado
reactivo ver tabla 14, mientras que para el megibnozado empleando fuentes
nutricionales alternativas segun la tabla 15 elacper litro es dé& 85,43pesos.

Lo anterior es muy significativo debido a que enfuturo se puede estandarizar y
masificar esta tecnologia a los agricultores.

Tabla 14. Costos Medio tradicional Dygs

SUSTRATO CANTIDAD VALOR CANTIDAD TOTAL
UTILIZADA (g/L)
K,HPO, 500g $ 120000 0,5 g/L $ 120
MgS0,*7H,0 1000g $ 200000 0,5 g/L $ 100
Glucosa 1000g S 145000 2g/L $ 290
Peptona 500g S 307400 1,5g/L $922,2
Universal
Extracto de 500g $ 150000 2g/L $ 600
levadura
Acido 250g $ 331760 1,5g/L $ 190,56
glutdmico
Acido malico 500g $175000 2g/L $ 700

TOTAL $1’429.160 10g/L $2922,76




Tabla 15. Medio Alternativo optimizado

SUSTRATOS CANTIDAD VALOR CANTIDAD TOTAL
ALTERNATIVOS UTILIZADA (g/L)

Sal 1 500 g S 4500 0,25 g/L $ 2,25
Fuente de 1000 g S 1500 4,5g/L $6,75
Carbono 1
Fuente de 500 ml S 3000 6,75 ml/L S 40,5
Carbono 2
Fuente de 500 ml S 4000 0,77 ml/L $6,16
Carbono 4
Fuente de 1000 ml S 1500 14,42 ml/L $21,63

Nitrégeno 1
Fuente de 500 g $3200 1,272 g/L $8,14
Nitrégeno 2

TOTAL $17.700 8,216 g/L $85,43




5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigaws permiten concluir:

La aplicacién de herramientas estadisticas y defidgs de experimentos demostraron
ser estrategias Utiles y eficientes para llevaralbocla optimizacion de medios de
cultivo. El analisis demostrd que la produccionbitemasa erA. brasilenseC16 esta
determinada por los siguientes factores: aireati@), fuente de nitrégeno N2 (B) y
fuente de carbono C1 (C).

El disefio de Box-Behnken demostro que para mantereeadecuada concentracion de
Azospirillum brasilens€16, es preciso que el balance de las magnituelesdactores
sean cuidadosamente controladas manteniendo estibleslacion de aireacion y
agitacion.

El medio alternativo propuesto, presentd una cdarneeidn de biomasa del orden de
1x10*° UFC/ml, en un tiempo 6ptimo de fermentacién dehddas, al igual que el
medio de referencia pero utilizando fuentes deirtieato de menor costo.

El medio de cultivo alternativo pafeospirillum brasilenseC16 mostré una economia
del 95% en comparacion con el medio de referencia.

La disminucion de los costos al reemplazar insumglo reactivo en el medio
convencional por fuentes nutricionales alternatifueessde$ 85,43pesos por litro para

mantener un éptimo crecimiento del microorganismntras que el costo normal de
este medio de referencia tiene un precio estima&2922,76esos por litro.



6. CONSIDERACIONES

Llevar a cabo un proceso de fermentacion a esdaka para un volumen (20 y 50 L)
con el medio de cultivo optimizado controlando daes de aireacidén y agitacion para
este microorganismo.

Efectuar la estabilidad del medio optimizado vanaldio convencional a través del
tiempo.

Realizar un estudio sobre el metabolismo y biogeandie las cepas dezospirillumsp.
del Banco de cepas del Laboratorio de Microbiologgasuelos, para entender los
requerimientos fundamentales del microorganism@rgwechar el potencial de estas
bacterias como fijadoras de nitrdgeno y promotdeasrecimiento vegetal.

Evaluar las diferentes cepas Aeospirillumsp., aisladas del cultivos de pasto Guinea
(Panicum maximumlacq) en el medio de cultivo alternativo para dei@r su
comportamiento y asi poderlas implementar en adtoe interés agricola.
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ANEXOS



Anexo A. Medio de cultivo para obtencion de Biomasa

Medio de Referencia DygRodrigues Netet al.,1986),

Componentes Cantidad (g/L)
K,HPO, * 3H,0 : 0,5 g/L
MgSO#*7H,0 : 0,5 g/L
Glucosa : 29/L

Peptona Universal : 1,59/l
Extracto de levadura : 2g/L

Acido glutamico : 1,5 g/L

Acido mélico : 2g/L

pH final ajustado para 6,8.

Anexo B. Medios de cultivo para identificacién

Medio Batata (Azospirillum sp.)

Componentes Cantidad (g/L)
Papa : 200 g/L

Acido mélico : 2,5 g/L
Sacarosa : 2,5g/L

Sol. Micronutrientes : 2 mL

Sol. Vitaminas: 1mL

Pesar 200 g de papa, pelar, lavar y hervir dulgdit@inutos. En seguida, filtrar en gasa
y algoddn. Mezclar las cantidades de acido majigacarosa disolviendo en agua

destilada, hasta 50 mL y ajustar el pH a 6,5-7/0KOH. Adicionar el filtrado de esa



solucién y las soluciones de micronutrientes ymiiteas. Completar el volumen para

1000 mL con agua destilada.

Agar Rojo Congo(Rodriguez-Caceres, 1982)

Componentes Cantidad (g/L)
Ko:HPO, 0.59g/L
MgSO,.7H; 0,0.2g/L

NacCl 0.1¢g/L
Extracto de levadura 0.5g/L
FeCk.6H,0 0,015 g/L
Acido mélico 5,00 g/L

KOH 4.8 g/lL

Agar 20 g/L

El pH se ajusta a 7.0 con 0,1 N KOH, y el medi@as®®clava. Luego se adicionan 15

mL de una solucion acuosa 1:400 de Rojo Congo ¢lavado separadamente).

Anexo C. Medio de cultivo optimizado para la cepa 06

Componentes Cantidad (g/L)
Sall: 0,25 g/L
Fuente de Carbono 1: 3g/L

Fuente de Carbono 2 : 6,75 mL/L
Fuente de Carbono 4 : 0,77 mL/L
Fuente de Nitrégeno 1 : 14,42 mL/L

Fuente de Nitrégeno 2 : 0,848g/L



Anexo D. Caracterizacion sustratos alternativos

—_—1| USUARIO: RUTH BOMILLA, DETPO: CLINDIMAMARCA, MUESTRA: WARIAS

W_ DIRECCION:  C.I TIBAITATA MUNICIPIO:  MOSQUERA T. AMALISIS: Carbono Organico y Mitrogeno
LABORATORIO FINCA: C.| TIBAITATA,

SUELDS, AGUA Y FOLIAR

CORPOICA

RESULTADOS DEL ANALISIS DE COMPUESTOS ORGANICOS

Identificacion Mo Lab. N ] P | K [ ca | mg | Na | s [ co. Fe | Cu [ Mn | Zn | B N pH C.E.
Muestra % myg'kg ) dS/m
Melaza 183 0,16 67 .5 4227
Levadura de Cervesa 184 G 65 g0.7 12,1
Levadurs de Panaderid 185 752 848 1.3
Sova 186 5,88 721 123

P Mo Detectable

Este resultado es Onica y exclusivamente para la muestra sobre la cual se han realizado las determinaciones.
Este documento no es valido para procesos de cerificacion del producto, solo es valido para fines de investigacidn y desarrollo del producto.

4 Dia | Mes Afio Iétodos de Andlisis )
Fecha de Entrada 18 04 2008 M: Mitrdgeno Total (Determinacidn Metodo de Kjeldahl Ca, Mg, K, Na: Determinacion por Ahsorcion Atdmica
Fecha de Salida 07 05 2008 P: Fasforo Total (Det. Colorimetrica) Elementos Menores (Cu, Fe, Mn, Zn):
S: Azafre Total (Turbimetria) Determinacion por Absorcion Atdmica
B: Boro (Determinacian Colorimetrica) CM: Relacion Carbono i Mitrdgeno
C.0.: Carbono Organico (Walkley - Black Modificado) C.E.: Conductividad Eléctrica
Wo.Bo. DIRECTOR DEL LABORATORID pH: Fotenciometrico
. vy




Anexo E. Patrén Mac Farland

Concentracion Abs 559 nm
1 0,035
2 0,177
3 0,265
4 0,397
5 0,568
6 0,723
7 0,803
8 0,875
9 0,932
10 1,023

Ecuacion de la recta: y = 0,097x + 0,076
r’=0,991

Anexo F. Analisis Estadistico Plackett-Burman

Analysis Summary

File name: C:\User\Documents\CORPOICA\Diego Rivera\ANALISIS 3\P1.sfx

Estimated effects for Var_1



average =9,14083 +/-0,0313192
A:Factor_A =-0,0694444 +/- 0,0626384
B:Factor_B =0,0105556 +/-0,0626384
C:Factor_C=0,0794444 +/-0,0626384
D:Factor_D =-0,0783333 +/- 0,0626384
E:Factor_E = 0,0283333 +/- 0,0626384
F:Factor_F =-0,0783333 +/- 0,0626384
G:Factor_G =-0,0716667 +/- 0,0626384
H:Factor_H =-0,0872222 +/- 0,0626384
I:Factor_| =0,118333 +/-0,0626384
J:Factor_J =0,0661111 +/-0,0626384
K:Factor_K = 0,0505556 +/-0,0626384
block =-0,0566667 +/- 0,0885841

block =-0,06 +/-0,0885841

Analysis of Variance for Var_1

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Factor_A 0,0434028 1 0,0434028 1,23 10,2796
B:Factor_B 0,00100278 1 0,00100278 0,03 0,8677

C:Factor_C 0,0568028 1 0,0568028 1,61 0,2179



D:Factor_D 0,055225 1  0,055225 1,56 0,2242
E:Factor_E 0,007225 1 0,007225 0,20 0,6555
F:Factor_F 0,055225 1  0,055225 1,56 0,2242
G:Factor_G 0,046225 1  0,046225 0,2649
H:Factor_H 0,0684694 1 0,0684694 1,94 10,1777
I:Factor_| 0,126025 1 0,126025 3,57 10,0721
J:Factor_J 0,0393361 1 0,0393361 1,11 0,3027
K:Factor_K 0,0230028 1 0,0230028 0,65 0,4282
blocks 0,0612667 2 0,0306333 0,87 0,4339
Total error 0,776867 22 0,0353121

Total (corr.) 1,36008 35

R-squared = 42,8806 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 16,7009 percent
Standard Error of Est. = 0,187915

Mean absolute error = 0,0905556
Durbin-Watson statistic = 2,25872 (P=0,1764)

Lag 1 residual autocorrelation =-0,135891

Normal Probability Plot for Var_1

99,9 F '

percentage
a1
o
I

-14 -04

0,6

1,6

Standardized effects

2,6




Coef. de regresion para Var_1

constante =9,14083
A:Factor_A =-0,0347222
B:Factor_B =0,00527778
C:Factor_C =0,0397222
D:Factor_D =-0,0391667
E:Factor_E =0,0141667
F:Factor_F =-0,0391667
G:Factor_G =-0,0358333
H:Factor_H =-0,0436111
I:Factor_| =0,0591667
J:Factor_J =0,0330556

K:Factor_K =0,0252778

Anexo G. Andlisis Estadistico Box-Behnken

Analysis Summary

File name: C:\User\Documents\CORPOICA\Diego Rivera\ANALISIS 3\P1.sfx

Estimated effects for Var_1

average =9,04333 +/-0,0630564

A:Factor_A=0,0475 +/-0,077228



B:Factor_B=0,0875 +/-0,077228

C:Factor C=0,01 +/-0,077228

AA =0,121667 +/-0,113677
AB =0,03 +/-0,109217
AC =0,115 +/-0,109217
BB =-0,128333 +/- 0,113677
BC =0,125 +/-0,109217
CC =0,0966667 +/- 0,113677

Analysis of Variance for Var_1

0,38 0,5654

1,28 0,3086

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Factor_A 0,0045125 1 0,0045125

B:Factor_B 0,0153125 1 0,0153125

C:Factor_C 0,0002 1 0,0002 0,02 10,9020
AA 0,0136641 1 0,0136641 1,15 0,3334
AB 0,0009 1 0,0009 0,08 0,7945
AC 0,013225 1 0,013225 1,11

BB 0,0152026 1 0,0152026 1,27 0,3102
BC 0,015625 1 0,015625 1,31

CC 0,00862564 1 0,00862564 0,72 10,4339
Total error 0,0596417 5 0,0119283

Total (corr.) 0,149493 14

R-squared = 60,1041 percent



R-squared (adjusted for d.f.) = 0,0 percent
Durbin-Watson statistic = 3,06215 (P=0,0052)

Lag 1 residual autocorrelation = -0,558113

Normal Probability Plot for Var_1
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Coef. de regresion para Var_1
constante =9,04333
A:Factor_A =0,02375
B:Factor_ B =0,04375
C:Factor_C = 0,005

AA =0,0608333

AB =0,015




AC =0,0575
BB =-0,0641667
BC =0,0625

CcC =0,0483333

Respuesta Optimizada

Meta: maximizar Var_1

Valor Optimo = 9,29539

Factor Inferior Mayor Optimo



Factor_A -1,0 1,0 0,997891
Factor_B -1,0 1,0 0,997869

Factor_C -1,0 1,0 1,0



