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RESUMEN

El presente trabajo doctoral aborda alternativa biotecnoldgica a la problematica
asociada al proceso fisicoquimico de fijacién de nitrégeno. Se desarrollé una
estrategia de bioprospeccion en donde usando reactores en batch y a partir de
inoculos provenientes de suelos y lodos de sistemas de tratamientos de aguas
residuales, se establecieron ecosistemas microbianos capaces de crecer sin
nitrogeno reactivo. Se determiné que, con la estrategia implementada
independientemente del inéculo empleado, se puede establecer un consorcio
microbiano fijador de nitrégeno logrando hasta duplicar la concentraciéon de
nitrogeno en el medio. Estas comunidades microbianas fueron posteriormente
utilizadas en dos procesos biotecnoldgicos. En el primer caso, se acoplé a la
producciéon de metano en la valorizacion integral de residuos lignoceluldsicos con
una alta relaciéon carbono nitrégeno C/N, en donde se pudo determinar que
adicionando un 10% consorcio microbiano fijador de nitrégeno a un lodo
anaerobio con respecto a su concentracion de sélidos volatiles, se pudo aumentar
hasta en un 57.5% la cantidad de biogas producido empleando bagazo de cana de
azucar (Saccharum officinarum) como sustrato. En el segundo caso, se utiliz6é un
consorcio proveniente de suelo agricola como sustituto a una fraccién
comprendida entre el 33% y 66% de la fertilizaciéon nitrogenada para la
produccion de aji cayena (Capsicum annuum L.). Se pudo determinar que al
reemplazar en un 33% la fertilizacién nitrogenada por consorcios microbianos
fijadores de nitrogeno se puede aumentar el peso y cantidad de frutos por planta.
Los resultados obtenidos en esta investigacién pueden ser aplicados en futuros
estudios a un modelo integral de biorrefineria en el campo agroindustrial, en
donde mediante el aprovechamiento de residuos organicos se produzcan
biofertilizantes in situ y energia, disminuyendo la huella de carbono y

nitrégeno de los procesos.

Palabras clave: Fijacion de nitrogeno; Consorcios microbianos; Biogas;

Biofertilizante; Bioreactores



ABSTRACT

This doctoral work addresses a biotechnological alternative to the problems
associated with the physicochemical process of nitrogen fixation. A
bioprospecting strategy was developed using batch reactors and inoculums from
soils and sludge from wastewater treatment systems to establish microbial
ecosystems capable of growing without reactive nitrogen. It was determined
that, with the strategy implemented, regardless of the inoculum used, a
nitrogen-fixing microbial consortium can be established, achieving an increase
of the nitrogen concentration in the medium. These microbial communities were
subsequently used in two biotechnological processes. In the first case, it was
coupled to methane production in the integral valorization of lignocellulosic
waste with a high C/N carbon-nitrogen ratio, where it was determined that by
adding a 10% nitrogen-fixing microbial consortium to an anaerobic sludge with
respect to its concentration of volatile solids, the amount of biogas produced
using sugarcane bagasse (Saccharum officinarum) as a substrate could be
increased by 57.5%. In the second case, a consortium from agricultural soil was
used as a substitute for a fraction between 33% and 66% of the nitrogen
fertilization for the production of cayenne bell pepper (Capsicum annuum L.). It
was determined that replacing 33% of nitrogen fertilization with nitrogen-fixing
microbial consortia can increase the weight and quantity of fruits per plant. The
results obtained in this research can be applied in future studies to an integral
model of biorefinery in the agroindustrial field, where biofertilizers and energy
can be produced in situ by using organic residues, reducing the carbon and

nitrogen footprint of the processes.



CAPITULO I: INTRODUCCION DE DISERTACION: EL IMPACTO
ANTROPOGENICO AL CICLO BIOGEOQUIMICO DEL NITROGENO

Desde finales del siglo XIX, las actividades antropogénicas han venido
demandando mas nitrégeno que la oferta biolégica disponible (FAO, 2022). El ser
humano, en la busqueda de alternativas a esta necesidad, en un principio
desarrollé estrategias para utilizar diferentes fuentes alternativas disponibles
como el nitrégeno mineral o el estiércol animal, hasta que la oferta dadas por
dichas alternativas no fue suficiente para suplir la demanda global de nitrégeno
(FAO, 2018). No fue hasta que, a principios del siglo pasado, que se desarrolld
una alternativa eficiente y capaz de suplir de manera constante y abundante los
requerimientos de nitréogeno reactivo (Ny) para la humanidad. Se conoce como la
reaccion de Haber-Bosch (HB) (Wang et al., 2021). Este hito cambi6 por completo
la historia de la humanidad, siendo considerado el invento mas importante del

Siglo XX, por encima de las telecomunicaciones (Liu, 2014; Smil, 2004).

El proceso Haber-Bosch sembré un nuevo paradigma y revolucioné por completo
la ingenieria de procesos cataliticos, al punto de denominarse “El proceso que
produce pan a partir del aire” (Witschi, 2000). Sin embargo, estos mas de 100
anos de uso de procesos cataliticos para la producciéon de nitrégeno han producido
cambios considerables en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Lin et al., 2020).
Adicionalmente, la emision de gases producto de la combustién de hidrocarburos
durante su produccion y la descarga de efluentes nitrogenados a ecosistemas
oligotréficos esta haciendo cada vez mas notorio el impacto ambiental de este

proceso (Smith et al., 2020).

La alteracion al ciclo del nitrégeno se suma al impacto que se viene dando a los
demas ciclos naturales como el del carbono, fésforo o azufre. El fésforo es un
nutriente no renovable y esta limitado a los yacimientos de roca de fosfatos de
algunos paises (Elser & Bennett, 2011). La demanda y comercio global de este

nutriente ha pasado de 11.2 TgP.afno ! en el 1960 a 44.7 TgP.ano! en 2020 (FAO,



2022), teniendo un impacto cada vez mas preocupante en ecosistemas naturales
(Mardamootoo et al., 2021). Para el caso del azufre, sus emisiones durante la
combustion de carbon acidifican lagos y rios debido a la lixiviacion de este
compuesto en la lluvia acida, ademas, generan smog altamente toxico rico en
di6éxido de azufre como se observé durante “La Gran Niebla de Londres de 1952
(Zhang et al., 2014). Es bien conocido el caso del carbono, en donde emisiones
atmosféricas en algunas de sus formas quimicas tiene una incidencia en el
cambio climatico y el calentamiento global (Reay et al., 2018). Diversos modelos
de prediccién de cambio climatico prevén un aumento de 1.5°C en la temperatura
de la tierra para el 2030, una década antes de lo que se estimaba inicialmente

(Xu et al., 2018).

Aunque los cambios al ciclo del nitrégeno generan impactos en todos los
ecosistemas naturales y alteran otros ciclos, debido a la disponibilidad de la
materia prima, la cual es el aire atmosférico, se considera que sus reservas son
infinitas (Lin et al., 2020). Esto, a diferencia del Carbono como combustible o el
Fésforo como nutriente, motivo por el cual la preocupacion hacia el impacto en
el ciclo biogeoquimico del nitrégeno ha sido menos relevante. Es apenas que en
los dltimos 20 anos se ha despertado un interés mayor en la busqueda de
alternativas a los procesos industriales de fijaciéon de nitrégeno (Wang et al.,

2021).

La deposicion de nitrégeno en ecosistemas naturales es cada vez mas
preocupante, se estima que para el anio 2050 el impacto llegue a 33 de los 34
ecosistemas “hot spots” del mundo, a niveles de hasta 15 kgNHa-lyrl,
comprometiendo el endemismo de especies vegetales, la alteracion irreversible
de estos ecosistemas y animales en la base de la cadena tréfica como insectos
(Ineson, 2006; Muchovej & Rechcigl, 2020; Stevens et al., 2018). Adicionalmente,
las practicas de manufactura en procesos industriales en todos los campos, ha

desarrollado y asi mismo depositado en el ambiente compuestos nitrogenados



que antes existian en muy bajas concentraciones como los nitrilos o compuestos

completamente nuevos como los esteres de nitrato, aminas aromaticas o

amidinas (Gu et al., 2013).

La alteracion al ciclo del nitrégeno va en una creciente preocupacion y desde la
ultima década se viene hablando por primera vez de una “huella de nitrégeno”,
la cual estima la cantidad de nitrégeno depositado en términos de nitrégeno
reactivo que se emite al agua, aire o suelo por unidad, de acuerdo a un alimento
especifico, por persona o una actividad humana (Fissore et al., 2011; Leach et al.,
2012; L. Liang et al., 2019). Para el caso de la union europea, se estima que con
la produccién de vegetales en promedio se emiten cerca de 500 gramos de
nitréogeno por kilogramo de alimento producido (gN.Kg-1), para carne de cerdo o
aves de corral puede ser del orden de 100 gN.Kg-1, mientras que para huevos y
leche entre 30 y 50 gN.Kg-1 de producto (Leip et al., 2014). La huella anual de
nitrégeno per capita va del rango de los 7 Kg en paises en via de desarrollo como
Papua Guinea y hasta los 100 Kg en paises ricos como Luxemburgo, igualmente
con Estados Unidos, Brasil, China e India, representando el 40% total de las

emisiones per capita de nitrogeno (Oita et al., 2016; Uwizeye et al., 2020).

La humanidad depende de los diferentes procesos antropogénicos de fijacion de
nitrogeno para la produccion de alimentos y compuestos quimicos. Sin embargo,
es pertinente ahondar en alternativas que sustituyan paulatinamente estas
técnicas de fijacion y sean ambientalmente sostenibles (Cherkasov et al., 2015;
Wang et al, 2021). Asi mismo, se requieren procesos industriales y
biotecnolégicos mas eficientes, que disminuyan el uso de nitrégeno en sus
diferentes etapas o al menos lo recicle, dado que es bien conocido que no
solamente el nitrégeno es empleado como fertilizante, sino que también se
requiere en cientos de procesos industriales como la manufactura de bienes,

medicamentos, pesticidas, explosivos, etc. (Huo et al., 2012; Razon, 2018).



La investigacion de alternativas al proceso fisicoquimico de fijacién de nitrégeno
ha tenido varios enfoques. Inicialmente, se encuentra la busqueda de mejoras a
los procesos fisicoquimicos, desarrollando nuevos catalizadores, nuevas formas
de sintesis, empleando menores presiones y temperaturas, optimizando procesos
con mayor costo beneficio y adicionalmente un menor consumo de combustibles
(Cheng et al., 2019; Forrest et al., 2021; Guo et al., 2019; Li et al., 2021; Li et al.,
2020; Song et al., 2018). Posteriormente, se encuentra un enfoque hacia el
proceso bioldgico de fijacion de nitrogeno, mediante la investigaciéon de los
mecanismos enzimaticos que envuelven esta reacciéon y la posibilidad de
replicarlos a mayor escala (Kyriakou et al., 2017; Milton & Minteer, 2019;
Shipman & Symes, 2017), el estudio de nuevas cepas para el mejoramiento de
los cultivos en campo (Favero et al., 2022; Jovino et al., 2022; Zhang et al., 2022),
ingenieria genética para mejorar la fijacién biolégica (Jiang et al., 2021; Xiang
et al., 2020), modificaciones genéticas en plantas con el fin de que estas puedan
fijar nitréogeno (Good, 2018) y el reciclado de nitrégeno en bioprocesos

(Gillingham et al., 2022; Motavaf et al., 2022; Mottakin et al., 2022).

Se ha centrado nuevamente la atencién en la biologia de la fijacién de nitrégeno,
debido a la evolucion de las ciencias 6micas, incrementando la capacidad de
analizar a profundidad ecosistemas microbianos completos y complejos a nivel
taxonoémico, metabdlico, entre otros sin necesidad de emplear técnicas de cultivo
(Prakash et al., 2023; Price et al., 2022; Sellami et al., 2022). En la actualidad,
se estima que existen en la tierra entre 1011 y 1012 especies de microorganismos,
se han podido cultivar y aislar, alrededor de 104 especies, menos de 105 se han
clasificado por secuencia de su ADN y el Proyecto del Microbioma de la Tierra
ha logrado catalogar cerca de 107 especies, de las cuales el 29% se ha detectado
solo en 2 ocasiones (Locey & Lennon, 2016; Nayfach et al., 2020; Thompson et
al., 2017). De acuerdo con estas cifras, el 99.999% de los microorganismos en la
tierra no han sido descritos y clasificados. Adicionalmente, estas estimaciones no

suman aquellos microorganismos dentro de la denominada “Materia oscura



microbiana”, en los cuales mas alla de la definicién de especies y taxones, se

desconocen los linajes, anotaciones funcionales (Bernard et al., 2018).

En el mundo existen 17 paises que albergan el 70% de la biodiversidad total,
ocupando sélo el 10% del area del planeta, estos paises son denominados paises
Megadiversos (Hu et al., 2021). De estos, tres paises son industrializados (USA,
Canada y China), seis se consideran paises de economias emergentes (Brasil,
india, Malasia, México, Filipinas y Sudafrica) y los ocho restantes son de
economias en via de desarrollo (Colombia, Reptblica democratica del Congo,
Ecuador, Indonesia, Madagascar, Paptia y Nueva Guinea, Perd y Venezuela).
Para el caso de Colombia, al ser un pais en via de desarrollo, ha tenido
desconocimiento temprano en su biodiversidad, por factores como la falta de
recursos en investigacion y situaciones de conflicto interno que limitaron la
exploracion de esta en décadas pasadas. Por lo anterior, varios cientificos han
alertado acerca de la necesidad de proteger, mantener, identificar, explorar y
clasificar mas a fondo la biodiversidad en paises no industrializados, ya que son

los mas ricos en biodiversidad (Paknia et al., 2015).

Colombia tiene en promedio entre 200 a 250 gramos de carbono de biomasa
microbiana por metro cuadrado de suelo (gCmic.m2), lo que equivale a un 4 a 5%
del total del carbono del suelo, siendo de uno de los paises con mayor indice de
biomasa celular en sus suelos (Fierer, 2017; Serna-Chavez et al., 2013). Esta
particularidad, es uno de los hechos que hacen plantear un desarrollo
investigativo hacia la busqueda, identificacion y aprovechamiento de la
biodiversidad microbiana colombiana en el ambito de la biotecnologia y sus
ramas. En este caso puntual, se pone en contexto una problematica como lo es la
deposicién atmosférica y la huella de nitrégeno por el uso de compuestos
nitrogenados y el interés actual en la busqueda y desarrollo de alternativas a los

procesos antropogénicos de fijacién de nitrégeno.



La siguiente investigacion doctoral, presenta una estrategia de bioprospeccion
de indculos provenientes de cuatro ecosistemas microbianos; dos naturales y dos
antropogénicos; con el fin de producir y establecer comunidades microbianas
alimentadas sin nitrogeno reactivo adicionado. Esto, produjo comunidades
microbianas determinadas por los diversos tipos de asociaciones ecoldgicas con
microorganismos fijadores de nitrégeno. Dos de estas comunidades microbianas
establecidas fueron posteriormente evaluadas en dos procesos biotecnoldgicos.
En el primer caso, se acopl6 uno de los inéculos microbianos fijador de nitrégeno
a un modelo de produccion de biogas, empleando como sustrato residuos
lignocelulésicos con una alta relacion carbono nitrégeno. Para el segundo caso,
con el fin de reducir la utilizacién de fertilizantes nitrogenados, se evalué el
desempeno del segundo consorcio microbiano en un cultivo de aji (Capsicum
annuum L. cv. Cayena) a escala real. Los resultados en conjunto, presentan una
alternativa integral para abordar la problematica ambiental asociada a la

alteracion antropogénica del ciclo biogeoquimico del nitrégeno.

2.1. Objetivos de investigacion

1.1.1 Objetivo general

- Investigar la factibilidad de una alternativa biotecnolégica al proceso
fisicoquimico de fijacién de nitrégeno a partir de indculos nativos de

diferentes ecosistemas, evaluando sus potenciales usos.

1.1.2 Objetivos especificos

- Evaluar el potencial de desarrollo de consorcios microbianos fijadores de

nitrégeno de cuatro diferentes inéculos nativos.

- Determinar la influencia de consorcios microbianos de fijacién de

nitrogeno en la digestion anaerobia para la produccion de biogas a partir



de residuos lignocelulésicos de cana de azucar Saccharum officinarum y

palma africana de aceite (Elaeis guineensis).

- Evaluar la utilizaciéon de un consorcio microbiano fijador de nitrégeno
como sustituto a la fuente de nitrégeno reactivo del plan de fertilizacion

de un cultivo de aji cayena (Capsicum annuum L.) a escala real.

El siguiente capitulo, hace una descripcion al contexto de la problematica, los

antecedentes, la justificacién y pertinencia de la investigacién realizada.

1.2 El nitrégeno reactivo - Nr

El nitrégeno es el quinto elemento mas abundante del sistema solar y es uno de
los pilares que construyen la vida. Es un componente esencial del ADN, del ARN,
y de las proteinas, por cada 100 atomos de carbono que se incorporan a una
célula, entre 2 y 20 atomos de nitrégeno también son incorporados (Canfield et
al., 2010). A pesar de que la mayoria de la composicién de la atmodsfera es
nitréogeno (N2), este compuesto en la atmésfera no estéa en una forma asimilable
para la mayoria de los organismos vivos, debido al fuerte enlace triple entre sus

atomos y a que es un gas relativamente inerte (Stevens, 2019).

La masa total atmosférica esta compuesta en un 78% por nitrégeno molecular o
dinitrogeno (N2) y es una reserva cercana a las 3.9 x 109 Ton (Stevens, 2019). De
estas reservas se emplean alrededor del 0.1% entre procesos naturales y
antropogénicos, lo cual, debido a su alta disponibilidad y constante regeneracion,
se considera un recurso infinito incorporado (Canfield et al., 2010). El nitrégeno
fue descubierto a finales del siglo XVIII por diferentes investigaciones en
paralelo llevadas por Priestley, Scheele y Daniel Rutherford, sin embargo, este

ultimo fue el que lo aislé del aire con la quema del oxigeno y posterior remocién

del CO2 (Weeks, 1933).



Para 1787, Berthollet propuso que el amonio (Azano o espiritu de Hartshor, como
se conocia en la antigiiedad) consistia en nitrogeno elemental e hidrégeno, lo que
desencadend en investigaciones para producir la sintesis de amonio a partir de
hidrégeno y nitrégeno. Sin embargo, la primera dificultad en orden de poder
producir amonio de manera artificial fue el equilibrio quimico, dado que las
concentraciones de amonio eran desconocidas y se desconocian las leyes de accion
de masas y de equilibrio quimico, las cuales apenas se determinaron a finales del

siglo XIX (Liu, 2014).

Originalmente, el nitrogeno reactivo disponible es suministrado de manera
natural. Las reservas existentes de nitrégeno atmosférico sélo pueden ser
asimilables y utilizadas por los seres vivos cuando la molécula de N2 es
convertida a uno de sus ocho estados de oxidacion restantes, conocidos como

formas reactivas de nitréogeno (Ny) (Figura 1.1).

Para los organismos vivos, el papel que desempefia el nitrogeno en su
metabolismo se puede agrupar en dos categorias generales. La asimilacién, es
decir, la adquisiciébn de la materia para la incorporacién a la biomasa, y
desasimilacion, que designa a los procesos que estan asociados con la extraccion
de energia desde el medio ambiente (Rai, 2019). Los compuestos nitrogenados
pueden servir ya sea como oxidantes o reductores. Estas transformaciones son
en gran medida llevada a cabo por grupos especializados de procariotas, sin
embargo, algunos eucariotas también contribuyen de manera asociativa en este

proceso (Myrold, 2021).



Molécula Nembre Estados de Oxidacion
Z-MHs Mitrdgeno Organico Reducido
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Figura 1.1 Formas reactivas y estados de oxidacién del nitrégeno. Fuente:
elaboracién propia
En una escala global, la disponibilidad de nitrégeno es controlada por el
equilibrio entre la fijacion de nitrégeno y el reciclaje de nitrégeno, proceso
comunmente llamado ciclo del nitréogeno (Stevens, 2019). Este, es impulsado por
una combinacién de transformaciones biolégicas de asimilacién y desasimilacion.
También se incluyen transformaciones abidticas como la fijacién de nitrégeno por
los rayos y descargas eléctricas, o el flujo de nitrégeno a través de la corteza
terrestre, que se dan en menor cantidad que las transformaciones bidticas, que
son todas las fijaciones que realizan organismos vivos (Myrold, 2021; Stevens,

2019).

La figura 1.2 esquematiza el ciclo bioldgico del nitrégeno. Las transformaciones
metabdlicas se muestran con flechas gruesas e igualmente se representan los
procesos clasicos de asimilacién (verde) y desasimilaciéon (gris) del nitréogeno. Los
procesos recientemente descubiertos se muestran en los demas colores. Los
procesos aerdbicos y anaerdbicos se separan, y trazos flechas verticales indican
intercambio o transporte entre entornos 6xicos y anodxicos, el sentido de las

flechas indica la direccion del transporte.
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Figura 1.2 Ciclo biolégico del nitrégeno (Pappu et al. 2017; Thamdrup 2012).

Los procesos microbianos dados en el ciclo del nitrégeno los acopla
estrechamente con el ciclo del carbono. Hasta hace algunas décadas, los dos
Unicos procesos conocidos de transformacién microbiana desasimilatoria se
conocian como nitrificacion y desnitrificacion. La nitrificacién es un proceso de
oxidacion aerdbica de amonio a nitrito y luego a un nitrato realizado por un grupo
especializado de procariotas para cada via, mientras que la desnitrificacion es el
proceso de reduccién anaerdbica respiratoria del nitrato a través de nitrito, 6xido
nitrico y 6xido nitroso a gas dinitréogeno (Isobe & Ohte, 2014). El proceso se
combina con la oxidacion de materia organica, hidrégeno u otros donantes de
electrones, como las especies de hierro o azufre. Los procariotas involucrados en
el proceso de nitrificacién utilizan electrones de la oxidaciéon de amonio y nitrito

para reducir el CO2 generando biomasa (Pappu et al., 2017). El ciclo de nitrégeno



abarca una variedad de reacciones descritas en una gran cantidad de
ecosistemas naturales, las cuales han tenido un desarrollo e identificacién a un
mayor nivel desde la ultima década con la diversificacién de las ciencias 6micas
y el estudio genético de ecosistemas naturales. Avances en la determinacion de
nuevos metabolismos como la nitrito oxidacién fototréfica, oxidaciéon de amonio
por arqueas como crenarchea, el proceso anammox, la denitrificacién de metano,
las bacterias oxidadoras completas de amonio o en el caso del proceso de fijacion
de nitrégeno, arqueas metanogénicas y fijadoras de nitrogeno a altas
temperaturas, hacen parte de los avances desarrollados en este ciclo natural

(Daims et al., 2015; Jetten, 2008; Mehta & Baross, 2006; Wanrosli et al., 2007).

1.2.1 Nitrégeno reactivo por fijaciéon biolégica de nitrégeno

Se le denomina diazétrofos a todo organismo capaz de fijar nitrégeno gaseoso
(N2) vy se limita a grupos taxonémicos del dominio Eubacteria y Archea, de los
cuales tres grupos han sido descritos hasta el momento: Diazétrofos de vida libre,
asociativos y simbidticos (Newton, 2006). La fijacion de nitrégeno es catalizada
por un complejo enzimatico llamado nitrogenasa(Gonzalez-Andrés & James,
2016a). En general, la nitrogenasa consta de dos proteinas, dinitrogenasa y
dinitrogenasa reductasa. Ambas proteinas contienen hierro, y la dinitrogenasa
adicionalmente molibdeno (Einsle & Rees, 2020). El hierro y el molibdeno en la
dinitrogenasa son parte del cofactor de la enzima llamado cofactor hierro-
molibdeno (FeMo-co), y en este sitio se produce una reducciéon de Na. La
composicion de FeMo-co es MoFe7Ss* homocitrato. La familia de las nitrogenasas
consta de tres formas homoélogas denominadas segin el contenido metalico
diferencial del cofactor del sitio activo: Mo-nitrogenasa (Nif, codificada por nif),
V-nitrogenasa (Vnf, codificada por vnf), y Fe-nitrogenasa (Ver Figura 1.3)
(Garcia et al, 2020; Mus et al., 2019b).
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Figura 1.3 Estructura y genética de las tres formas de nitrogenasa (Garcia et al, 2020)

La reductasa dinitrogenasa utiliza ATP como fuente de energia (alrededor de
150 kcal/mol) para transferir electrones excitados a la enzima dinitrogenasa
(Einsle & Rees, 2020). Debido a la diversidad de organismos fijadores de
nitrogeno, igualmente existe una variedad en la obtenciéon de la energia
necesaria para romper el triple enlace de la molécula de N2 (Kaschuk & Hungria,
2017). Dicha energia puede obtenerse de diferentes fuentes: a través de la
conversion de la energia luminica para el caso de las cianobacterias (organismos
fotoautodtrofos), o a través de la respiracion de los heterétrofos como Azotobacter
(Bitton, 2002). La efectividad de la enzima nitrogenasa puede perderse por
presencia de oxigeno molecular (O2) al momento de la reacciéon, debido a esto
muchos diazétrofos fijan nitrégeno anaerdbicamente o microaerébicamente, en
algunas cianobacterias el proceso se realiza en estructuras de resistencia como
los heterocistes (Ver tabla 1.1) (Cooper & Scherer, 2011). Adicionalmente, en
presencia de amonio libre, la fijacién de nitrogeno se suspende. Esto, debido a un
mecanismo denominado switch-off, en el cual las bacterias dejan de fijar
nitrégeno y producir nitrogenasa como ahorro a la demanda energética de
producir dicha enzima cuando existe una alternativa de amonio en el ambiente

(Kessler et al., 2001).



Durante el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno molecular, el triple enlace
de la molécula de N2 se reduce sucesivamente en la superficie del cofactor
FeMoCo, produciendo dos moléculas de amoniaco como primer producto
detectable (Einsle & Rees, 2020). La nitrogenasa reduce nitrégeno y el hidrégeno
simultaneamente, usando 75% del flujo de electrones en la reducciéon del
nitréogeno y 25% en hidrégeno (Rutledge & Tezcan, 2020). La estequiometria

total de estas reacciones es:

No+8e-+8H+16ATP —»2NH3+16ADP+16P;+H?

Los diferentes mecanismos para mantener la nitrogenasa funcional son la alta
tasa respiratoria y la compartimentaciéon o la proteccion conformacional, los
cuales les permite a las bacterias mantener bajas concentraciones de oxigeno en

el entorno citoplasmatico (Jasniewski et al., 2020).

Tabla 1.1 Mecanismos de proteccion por parte de los FBN a la destruccion de la
enzima nitrogenasa por exposicion al oxigeno (Adaptado de (Bitton 2002)

Mecanismo Descripciéon
Organismos anaerobios y anaerobios facultativos fijan Nz s6lo en
ausencia de Og, con la excepcién de Klebsiella pneumoniae, que
Evitacion
puede tolerar niveles muy bajos de Os2. De hecho, el Oz es uno de los
factores que regulan la sintesis de la nitrogenasa en esta bacteria.
La mayoria de las bacterias aerobias diazotréficas fijan el
nitrégeno a bajas presiones parciales de Oz, disminuyendo asi la
Microaerofilia exposicion de la nitrogenasa a este. Por ejemplo, (Okon et al. 1977)
hallaron que la Spirillum lipoferum fija N2 mas rapidamente a
0,007 atm Oz.
Proteccion Es una estrategia empleada por todos los aerobios para desviar el
respiratoria o | oxigeno molecular de la enzima. En ciertas especies de Azotobacter,
respiracioén activa se presenta una forma exagerada de proteccién a esta enzima, ya
que esta bacteria presenta una de las tasas mas altas de respiracion




de todas las formas de vida. La alta tasa de respiracién barre con
todo el Oz y lo mantiene alejado de la nitrogenasa. Como
consecuencia de ello, la bacteria debe consumir grandes cantidades
de sustrato para “secuestrar” el Os, teniendo un crecimiento muy

ineficiente en términos del carbono consumido en estas condiciones.

Proteccion

conformacional

Este mecanismo presentado en algunas especies de Azotobacter, se
desencadena cuando la proteccién respiratoria estd saturada o
cuando no existe suficiente fuente de carbono disponible. La
nitrogenasa se une a otras proteinas que protegen sus sitios activos
mientras hay intensa oxigenacién. De esta manera la nitrogenasa
no puede actuar, pero cuando la condiciéon de exceso de oxigenacién
pasa, queda liberada restableciéndose su capacidad de fijaciéon y sin

destruir la enzima.

Produccion
células

especializadas

de

Muchas cianobacterias diazotréficas poseen particularidades en su
morfologia celular para la proteccién de la enzima nitrogenasa.
Estas células poseen paredes mas gruesas llamadas heterocistos,
en el que se compartimenta la nitrogenasa para su proteccién.
Estas células no generan Oz en la fotosintesis y la pared gruesa
excluye el Oz externo. El actinomiceto diazotréfico, Frankia,
produce vesiculas en la que nitrogenasa estd protegido de O:z. La
pared de la vesicula se vuelve méas gruesa a medida que aumenta

la concentraciéon de Oz en el medio.

Produccion

Exopolosacaridos

de

En Derxia gumosa, Azotobacter sp y Beijerinkia sp, se presenta una
forma de proteccidn relacionada a la presencia de exopolisacaridos.
En Derxia gumosa, por ejemplo, la forma de sus colonias, que son
redondeadas presenta abundante cantidad de polisacaridos
extracelulares (alginatos), generando una especie de goma o baba
protectora. La presencia de este compuesto hace que en el interior
de la colonia exista una disminucién de la concentracién de Oz que

permite que la nitrogenasa actie de manera mas eficiente.




La distribucién filogenética de la fijacién de nitrégeno (Figura 1.4, Circulos
verdes) es amplia pero irregular, lo que indica multiples adquisiciones y pérdidas
evolutivas. La transferencia horizontal de los genes de fijacion de nitrégeno
aparentemente ha sido generalizada en diversos filos bacterianos y algunas
arqueas, pero los eucariotas han adquirido esta capacidad exclusivamente
mediante simbiosis con bacterias (denominado como fijacién simbidtica de
nitrogeno), ninguna de las cuales ha evolucionado en organulos (Mus et al.,
2019a; Schaechter, 2010). El dendrograma muestra las relaciones entre los filos
microbianos como se infiere por el analisis de las secuencias del gen 16S del ARN
ribosomal. Las ramas azules se usan para denotar los filos de Bacterias y de
ramas rojas para Archaea. Los circulos de colores indican los filos que contienen

al menos una especie con un rasgo funcional indicado en la clave de color.

Aunque los organismos fijadores de nitrégeno son ubicuos, la cantidad potencial
de nitrégeno fijado por estas bacterias depende en gran medida del ecosistema
en el que los organismos son activos y asi mismo en la disponibilidad de nitrégeno
reactivo. Al ser un proceso metabdlico de alta demanda energética, los
microorganismos regulan rigurosamente su producciéon y actividad enzimatica
asociada a la fijacién de nitrégeno (Masepohl, 2015; Smercina et al., 2019). Se
destacan organismos anaerobios, microaerobios, aerobios, asi como también
organismos con capacidad fotosintética y metanogénica entre otros (Estrada,
2008). Estos FBN han sido encontrados en suelos bajo diferentes usos (Poly et
al., 2001a; Poly et al., 2001b; Rosado et al., 1998), entornos marinos y salobres
(Zehr & Capone, 2021), lagos y reservorios de agua dulce (Flores, 2005; Wenz et
al., 2019) y ecosistemas disenados por el hombre como sistemas para tratamiento
de aguas dentro de los que se encuentran humedales artificiales, lodos activados
y sistemas naturales de lagunaje para el tratamiento de aguas residuales
(Gauthier et al., 2000; Ospina-Betancourth et al., 2021a; Ospina-Betancourth et
al., 2021b; Rodriguez-Gonzalez et al., 2021; Sanz & Kochling, 2007; Velazquez,
2005).
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Figura 1.4 Principales rasgos funcionales mapeados a través de los principales filos de Bacteria y Archaea.



1.2.2 Diazotrofos de vida libre

Los diazétrofos en su mayor cantidad, son de vida libre o asimbidticos, es decir,
pueden realizar el proceso de fijacién de nitrégeno sin la simbiosis con plantas o
sin ninguna asociacion metabdlica con otros seres vivos (Madigan et al., 2019).
Fueron descritos por primera vez por Winogradsky en 1893 (Clostridium
pasteurianum) y Beijerinck en 1901 (Azotobacter) (Noar & Bruno-Barcena,
2018). El descubrimiento de nuevos diazétrofos de vida libre ha venido estando
asociado al desarrollo de la técnica del is6topo estable nitrégeno 15 y la técnica
de reduccién de acetileno para la deteccién de la enzima reductasa (Halbleib &
Ludden, 2000; Vincent et al., 2017). Entre las bacterias de vida libre pueden
encontrarse: anaerdbicas obligadas o facultativas (e.j.Clostridium pasteurianum,
Klebsiella spp., Desulfovibrio sp.), aerdbicas obligadas (e.j.Azotobacter spp.,
Beijerinckia sp.) y fotosintéticas (bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas,
y bacterias verdes sulfurosas) (Kavadia et al., 2008). Las bacterias aerdbicas
dependen fuertemente de las condiciones de humedad, oxigeno y materia
organica, y las anaerdbicas son predominantes en suelos anegados donde existen
las condiciones de humedad y materia organica, pero el suministro de oxigeno

esta restringido (Madigan et al., 2019).

La fijacién biolégica de nitréogeno en los suelos tropicales con las condiciones
requeridas de humedad, temperatura y materia organica es generalmente alta.
Se reporta que el nimero de bacterias fijadoras de nitrégeno es particularmente
elevado en la zona adyacente a la raiz (rizosfera), debido a la liberacién de
compuestos organicos que le sirven como fuente de carbono (Smercina et al.,
2019). En general, los diazétrofos obtienen su carbono y los suministros de
energia a partir de exudados de la raiz y los lisados, residuos de células vegetales
y los residuos organicos en el suelo y el agua. Se pueden encontrar en el suelo
"completamente de vida libre" o en asociaciones, como resultado de la

colonizacién de raiz o rizosfera de la planta (Smercina et al., 2019).
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1.3 Otras fuentes naturales de nitrégeno reactivo

1.3.1 Rayos

Previo al desarrollo de los procesos de fijacion fisicoquimica de nitrégeno, la
humanidad dependia netamente de las fuentes naturales de este mineral.
Durante una tormenta eléctrica, la energia y temperatura de los rayos pueden
alcanzar los 10.000 millones de Julios y casi 30,000 °C respectivamente,
propiciando las condiciones de rompimiento del triple enlace del Nz y
produciendo de manera natural NOx. Esta formacién de nitrégeno se plantea
como una de las primeras fuentes de nitrégeno que propicié la vida en la tierra,
eones atras (Stieken et al., 2016). Dado la complejidad de la predicciéon de la
cantidad de rayos en la tierra y la energia descargada durante una tormenta, es
complejo determinar la cantidad de nitrégeno fijado por este proceso natural.
Diferentes modelos satelitales como Cirrus Regional Study of Tropical Anvils
and Cirrus Layers—Florida Area Cirrus Experiment (CRYSTAL-FACE),
European Lightning Nitrogen Oxides Project (EULINOX), Stratosphere
Troposphere Experiment: Radiation, Aerosols and Ozone (STERAO), y
Preliminary Regional Experiment for STORM (PRE-STORM) predicen la
cantidad de rayos y el potencial NOx fijado, llegando a valores 6.3 Tg N ano~len
los trépicos y entre 0.09 y 0.2 Tg N ano~! en Europa (Arndt et al., 2019; Bond et
al., 2002). Se estima que en promedio se fijan maximo 10 Tg N afno™! a nivel
mundial, esto dependiendo de las condiciones climatolégicas en todas las

regiones a nivel mundial (Fowler et al., 2013).

1.3.1 Nitrégeno mineral

Aunque los fésiles sitiian el comienzo de la vida hace 3800 millones de afos, la
tierra ha venido acumulando material organico nitrogenado desde hace cerca de
4100 millones de anos, quimiofésiles de 1sotopos de carbono en zircones de las
colinas de Jack Australia evidencian la actividad biolégica mucho antes de los
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primeros fosiles registrados (Bell et al., 2015; Stiieken et al., 2016). El manto y
la corteza terrestre aportan un contenido de nitrégeno estimado en
aproximadamente un 26% del total de todas las fuentes naturales previas a la
revoluciéon industrial, es decir, sin contar la combustion o procesos
fisicoquimicos. Se estima que anualmente son movilizados desde el manto y la
corteza a la superficie terrestre, entre 19 y 31 Ton de N2, de los cuales se

movilizan por erosién entre 11 a 18 Ton de N2 _afo-! (Houlton & Dahlgren, 2018).

Otras fuentes de nitrégeno mineral han sido el Guano, el cual ha sido recolectado
mayoritariamente en islas en frente de la costa pacifica sudamericana (Hatfield
& Follett, 2008). Asi mismo, yacimientos de nitrato de sodio de minas de Chile,
Peru y Bolivia que han sido explotados de manera extensiva. Para comienzos del
siglo XX, Chile era el principal comercializador de fertilizantes nitrogenados del

mundo, aportando dos tercios del total de la produccién mundial (Watt, 2003).

1.4 Fijacion antropogénica de nitrégeno

Adicional a los procesos industriales, la disponibilidad de N, es generalmente
aumentada de una manera inducida por el hombre, mediante la inoculacién de

microorganismos fijadores de nitrégeno en la actividad agricola.

1.4.1 Fijacion biologica de nitrogeno en cultivos

La produccién global de alimentos fija entre 50 a 70 Tg N afno! y esta dada por
las asociaciones de algunos cultivos productivos y microorganismos muy
especificos (Herridge et al., 2008). Se relaciona las mayores tasas de fijacion a la
asociacién de leguminosas con bacterias de la familia Rhizobiaceae, en menor
cantidad se debe a la fijacién que se realiza por asociaciones entre algunas
angilospermas y bacterias del género Frankia, en una asociacién denominada
plantas actinoricicas y Rhizobios con una planta no leguminosa del género

Parasponia (Gonzalez-Andrés & James, 2016b; Jean et al., 2013).
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Principalmente, existen dos tipos de fijacion biolégica de nitrégeno en cultivos
propiciada por el hombre (Figura 1.5), primero esta la produccién en cultivo de
alimentos, en donde principalmente una diversidad de leguminosas es cultivada
para el consumo humano, dependiendo el pais o regién, entre los que se
encuentran cultivos de soya, mani, lentejas, arvejas, guisantes, habas, frijoles,
judias, cacahuates, garbanzos, entre otros. El segundo caso es donde se cultivan

pastos y forrajes para la alimentacién de animales para consumo humano.

Igualmente, asociado al ciclo del nitrégeno, existen otras transformaciones
fisicoquimicas que transforman este compuesto en formas asimilables. En suelos
bajo condiciones anegadas o en cultivos con excesos de humedad a causa del
riego, pueden presentarse condiciones andxicas en donde la denitrificacion se
puede llevar a cabo. Adicionalmente, existen evidencias de que hay emisiones de
oxido nitroso (N20) en niveles cada vez mas alto, ya que este gas causante del
efecto invernadero tiene 300 veces (por molécula) el potencial de calentamiento
del CO2, ademas de su reactividad con el ozono y la consecuente destruccion de
la capa de ozono (Ravishankara et al., 2009). Las emisiones de 6xido nitroso a la
atmosfera por actividades agricolas representan la cuarta parte del total de las

emisiones de este compuesto generadas en el planeta (Skinner et al., 2014).
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Figura 1.5 Distribucion de la fijacion biolégica de nitrogeno en agricultura y el tipo
de asociacién planta-microorganismo que se establece

1.4.2 Nitrogeno oxidado

A lo largo de los siglos, las capas de lodo y residuos biolégicos fueron sometidos
a altas presiones y temperaturas, formando rocas saturadas de petréleo crudo.
Se ha sugerido que la forma dominante de materia organica responsable de la
formacién de petrdleo y la sintesis de petréleo crudo se deriva de organismos
fotosintéticos microscopicos. Estos, junto con la vegetacion terrestre lavada en
los sedimentos marinos de lagos y costas, que se acumul6 durante millones de

anos (Tissot & Welte, 1984).

Recursos naturales como los hidrocarburos, carbén o biomasa, son empleados
como fuente de energia en la combustién de motores o plantas industriales,
aunque la composicion varia, estos combustibles pueden alcanzar una

composicion elemental de N2 de hasta el 2% y tener, como en el caso del petréleo
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crudo, mas de 3000 compuestos aromaticos nitrogenados diferentes (Qian et al.,
2001). Independientemente del proceso de combustion, se emiten
concentraciones de 6xidos de nitrogeno (NOx = NO + NOg2) o amoniaco (NHs).
Ambas formas son reactivas en la atmodsfera inferior y se depositan sobre
cualquier ecosistema, en proporciones mayores a menor distancia de la fuente
productora. El NOx emitido se puede depositar en una variedad de formas,
denominadas colectivamente NOy { = NOx + HNO2 + HNOs + HO2NO2 + NOs +
2N205 + PAN (peroxiacetil nitrato) + nitratos particulados}; la deposicién total
de amonio es como NHx = (NH4 + NHs + NH/:HSO4 + (NH4) 2S04) (Townsend et
al., 1996). La combustion vehicular y las emisiones de la industria depositan a
nivel global alrededor de 30 Tg N.ano'l, mientras la quema de biomasa 4 Tg

N.ano1(Fowler et al., 2013).

1.4.3 Nitrogeno reducido

En el ano de 1898, el quimico Britanico Sir William Crookes anuncié que las
reservas de nitrégeno en el mundo estaban en descenso y que en no mas de 40
anos la poblaciéon mundial empezaria a sufrir de hambruna si no se buscaban
nuevas fuentes de nitrégeno (Smil, 2004). Por décadas, multiples investigaciones
se habian llevado a cabo, demostrando la necesidad de los fertilizantes para
incrementar la productividad de los cultivos a nivel mundial, sin embargo, no
existian herramientas a escala industrial que fueran capaces de suplir los
fertilizantes convencionales de la época, los cuales sus yacimientos eran

limitados (Galloway, 2017).

Para comienzos del siglo XX, Chile era el principal comercializador de
fertilizantes nitrogenados del mundo, aportando dos tercios del total de la
produccién mundial. El tercio restante del nitréogeno fertilizante demandado, era
suplido por subproductos de soluciones amoniacales y por el sulfato de amonio

producto de la combustiéon de diferentes tipos de carbéon (Wisniak & Garcés,
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2001). En 1909, se dio el punto de quiebre ante la problematica de una nueva
alternativa de Ny, por el desarrollo de la sintesis catalitica de amonio realizada
por el quimico Fritz Haber en Karlsruhe Alemania, lo que lo llevaria a obtener
por este trabajo el premio nobel de quimica en 1918. Ya para en el afno de 1913,
la compania Alemana BASF a la cabeza del Quimico e Ingeniero Carl Bosch,
industrializé y estandarizé la técnica de fijacién de nitrégeno via sintesis de

amoniaco, lo que le significé el premio nobel de quimica de 1931.

Hoy en dia, la agricultura moderna esta basada en el uso de fertilizantes
quimicos y a su vez, la produccién de fertilizantes nitrogenados a partir del
proceso Haber-Bosch. En los méas de 200 anos de investigacion y desarrollo en el
nitrégeno reactivo (Ver figura 2) y especialmente en la optimizacion del proceso
Haber-Bosch, se sigue demandando un alto consumo energético debido a la
temperatura y presion requerida para desestabilizar el triple enlace que une la
molécula de N2. La energia empleada se toma del gas natural, que también se
emplea como fuente de hidrégeno en la reaccion, lo que demanda alrededor del
5% de todo el gas natural extraido por la humanidad, equivalente al 1% del

suministro energético global (Coskun et al., 2016; Fisher & Newton, 2002).

El cambio al ciclo natural del nitrégeno a causa de actividades antropogénicas,
ha generado un impacto considerable en el medio ambiente (Ver figura 1.6). Tan
solo entre las décadas de los 60’s y los 90’s la fertilizacién nitrogenada tuvo un
mcremento cercano al 800% (Fixen & West, 2002). Anualmente, la humanidad
fija 210 millones de toneladas de nitrégeno, mientras que el ciclo natural fija 203
TgN.ano'l, de este valor fijado de manera artificial, un 80% se destina para la
produccion de alimentos para animales y fertilizantes (Fowler et al., 2013; Ladha
et al., 2016). En el ano 2014, investigadores de todo el mundo firmaron la
“Declaracion de Nanjing para la disminuciéon del consumo de nitrégeno reactivo”,
la cual estableci6 una agenda para la proteccién de sistemas agricolas, estuarios

y ecosistemas (Erisman, 2004). Sin embargo, las predicciones del consumo de N,
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bajo diferentes escenarios pronostican un aumento en la demanda de estos
compuestos. Para el 2050, si basaramos nuestra alimentaciéon en una guia
nutricional sana y balanceada, tendriamos una demanda de 170 millones de
Nq.afio-l. Mientras que, si se continta con la dieta y consumo actual de alimentos,
se demandarian 230 millones de toneladas de Nqo.ano'l. Tan solo aumentar un
2% anual el consumo de proteina animal, requeriria hasta 320 millones de

No.ano!l (Galloway et al., 2017).
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Figura 1.6 Linea de tiempo investigaciones en fijacion de nitrégeno
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1.5 Consorcios microbianos, un nuevo enfoque a la produccion de

nitrégeno reactivo

En un consorcio microbiano, los microorganismos excretan una variedad de
metabolitos y apoyan el crecimiento de otros microrganismos en una comunidad
(Bhatia et al., 2018; Duncker et al., 2021). De acuerdo con la ley del equilibrio
quimico, el consumo de metabolitos excretados por los microbios receptores
puede acelerar el metabolismo de los microbios donantes. Este es el concepto de
sintrofia, que es un tipo de mutualismo y gobierna el metabolismo y el
crecimiento de diversos microbios en ecosistemas naturales y de ingenieria

(Anwar et al., 2021; Kouzuma et al., 2015).

Funcionalmente, un consorcio microbiano supera la suma de sus partes; sus
miembros mantienen la compatibilidad metabdlica y ecolégica siempre y cuando
las transformaciones ambientales que se generan permitan que ellos coexistan
cercanamente (Tsoi et al., 2018). Estas asociaciones generan ventajas como la
resistencia a cambios, desequilibrios o fluctuaciones del ambiente y pueden
promover con el tiempo una mayor estabilidad de un sistema o un proceso
biotecnoldgico (Cydzik-Kwiatkowska & Zielinska, 2016; Haruta & Yamamoto,
2018).

Dentro de un consorcio microbiano, el intercambio de compuestos quimicos o las
senales moleculares, son una herramienta de comunicacion entre especies. Cada
poblacién detecta y responde a la presencia de otras dentro del consorcio,
ejerciendo sobre ellas un control positivo o negativo en su crecimiento y/o
metabolismo (Kylilis et al., 2018). La comunicacién intercelular permite una
division de tareas, siendo la suma de ellas, la produccion total del consorcio (Tsoi
et al., 2018). Otra importante caracteristica de los consorcios es su habilidad para

desempenar funciones que requieren multiples pasos.
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Los consorcios microbianos pueden resistir mejor los periodos de limitacién de
nutrientes debido a la diversidad metabdlica disponible, combinada con la
habilidad de compartir metabolitos dentro de la comunidad (Ghosh et al., 2016).
Una poblacién minoritaria puede llegar a ser la mas activa en un periodo de
limitacion de nutrientes si tiene la habilidad metabdlica capaz de sostener la
supervivencia de todo el consorcio. De hecho, el consorcio contiene unas especies
minoritarias las cuales han sido retenidas por selecciéon natural para responder
a tal situacion (Maier et al., 2009). Ante niveles muy bajos de algin nutriente o
recurso, los microorganismos no pueden disponer de las cantidades adecuadas
para su metabolismo; y, ante niveles muy altos, esos nutrientes y/o recursos
pueden causar toxicidad e inhibir el crecimiento. Ante tales fluctuaciones, los
consorcios activan sus controles homeostaticos, es decir, reacciones bioquimicas

que le permiten al sistema retornar a su equilibrio vital (Deter & Lu, 2022).

1.5.1 Estructura y clasificacion de los consorcios microbianos

Los consorcios microbianos se pueden clasificar en diferentes tipos segin sus
modos de construccién, interacciones y funcion de los microbios involucrados
(Bernstein & Carlson, 2012; Lindemann et al., 2016). Los modos de construccién
de un consorcio microbiano se determinan por la intervencién humana que se
tuvo en este. Un consorcio microbiano natural (NMC por sus siglas en inglés) se
refiere a un grupo de microbios que se encuentran viviendo juntos de forma
simbidtica en cualquier ecosistema natural. El NMC se usa generalmente para
biorremediacion, tratamiento de aguas residuales y producciéon de biogas (Brown
et al., 1999; Hammes & Egli, 2005). En un consorcio microbiano artificial (AMC
por sus siglas en inglés), diferentes microorganismos silvestres, estan creciendo
juntos en un sistema cerrado para producir productos valiosos (Kourmentza &
Kornaros, 2016). Un AMC puede tener microorganismos creciendo
simbidticamente o no. Un consorcio microbiano sintético (SyMC por sus siglas en

inglés) consta del co-cultivo de microorganismos que fueron disefiados
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metabdlicamente para mejorar su rendimiento, mientras que un consorcio
microbiano semisintético (SeMC) mezcla microorganismos “salvajes” y
microorganismos diseflados metabdlicamente para un proceso en especifico

(Bhatia et al., 2015; Chen et al., 2015).

La clasificacién por modos de interaccion esta dada por relaciones e interacciones
ecoldgicas clasicas. El sinergismo, mutualismo y comensalismo definen la
relacion e interaccion de un consorcio. En la interaccion sinérgica, los microbios
funcionan dividiendo su trabajo para asegurar el uso paralelo de diferentes
sustratos. Tiene un efecto combinado mayor que la suma de sus efectos
separados. Cuando se cultivan juntos, podrian consumir el sustrato combinado
de manera mas eficiente y proporcionar una mayor productividad (Mee et al.,
2014; Schink, 2002). El mutualismo considera que todas las especies del
consorcio obtienen beneficios como las relaciones dadas en el intestino humano
(Backhed et al.,, 2005). El comensalismo es el proceso en donde un

microorganismo obtiene beneficios sin afectar a los otros (Wiesmann et al., 2022).

El diseno de consorcios microbianos y las aplicaciones en el campo de la
biotecnologia requieren un conocimiento ain mayor de las interacciones y
funciones microbianas establecidas. Los modos funcionales de un consorcio
establecido pueden ayudar a predecir el papel que desempena cada
microorganismo en el consorcio (Duncker et al., 2021). Se tienen cuatro tipos de

modos funcionales:

I. Consorcio de mantenimiento del medio ambiente (EMC): Esta
construido para proporcionar un entorno favorable para el crecimiento del
consorcio. Por ejemplo, en un reactor anaerobio de flujo ascendente, un biofilm
posee condiciones microaerobias dadas por el consorcio microbiano (Meng et al.,

2019).
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II. Consorcio de intercambio de nutrientes (NEC): Microorganismos
auxotroficos no pueden producir algunas moléculas esenciales bajo especificas
condiciones, por lo cual no crecen, sin embargo, en co-cultivo otros microbios
proporcionan las moléculas que hacen crecer a estos. Se tiene como ejemplo un
consorcio microbiano con la presencia de halomonas y cianobacterias incapaces
de sintetizar vitamina B por si solas, pero dentro del consorcio no tenian

deficiencias de este factor de crecimiento (Romine et al., 2017).

II1. Consorcio facilitador del sustrato (SFC): No todo microorganismo tiene
la bateria metabdlica capaz de hidrolizar todo tipo de polisacaridos para obtener
su fuente de carbono. Consorcios en donde algunos microorganismos hidrolicen
previamente y produzcan azucares libres para que otros organismos crezcan
serian facilitadores de sustrato y carbono, por ejemplo en la digestiéon anaerobia

de residuos lignoceluldsicos (Wongwilaiwalin et al., 2010).

IV. Consorcio de intercambio de senales (SEC): Microorganismos presentes
en consorcios microbianos en los cuales moléculas de sefnalizacion inducen a
algunas especies a expresar genes cripticos y producir antibidticos y otros

metabolitos (Pérez et al., 2011).

1.5.2 Biotecnologia de los cultivos mixtos

La biotecnologia de los cultivos mixtos (BCM) se refiere a aquellos procesos que,
a cambio de seleccionar cultivos puros, se seleccionan cultivos mixtos o consorcios
microbianos (Kleerebezem & van Loosdrecht, 2007). Este enfoque de la
biotecnologia, usa tanto principios de la biotecnologia ambiental en el uso de la
capacidad metabdlica de consorcios microbianos para la transformaciéon de
contaminantes, asi como principios de la biotecnologia industrial, cuyo proposito
es el uso de un metabolismo microbiano para la transformacién de un sustrato
en un compuesto especifico de interés comercial. Esta combinaciéon de enfoques
se ha usado para mejorar la eficiencia en la obtenciéon de biocombustibles como
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metano y biohidrégeno, asi como para la produccién de biopolimeros (Keshavarz

& Roy, 2010; Queirds et al., 2014).

La evolucién dirigida parte de un producto de interés a partir del cual se elabora
un modelo, teniendo en cuenta los flujos de energia y la estequiometria del
proceso metabdlico. Con esta informacién se manipula la alimentacién del
consorcio de manera continua y controlada en reactores, de tal forma que se
obtengan los microorganismos mejor adaptados para llevar a cabo los procesos
deseados (Deter & Lu, 2022; Rodriguez et al., 2006). Por otro lado, el desarrollo
de consorcios microbianos desde una perspectiva de los modos funcionales como
herramienta de la BMC, se ha convertido en una disciplina cientifica establecida.
La metodologia se basa en el montaje de consorcios microbianos a través de
ensambles microbianos forzando las interacciones entre las poblaciones de
células distintas y su entorno (Brenner et al., 2008). Un objetivo comin es
capitalizar tanto las capacidades de los microbios individuales y sus
interacciones para crear propiedades emergentes utiles a nivel de sistemas, como
el aumento de la productividad, la estabilidad o la funcionalidad metabdlica con
una oportunidad biotecnolégica (Bernstein & Carlson, 2012). Esta metodologia
ha sido probada para la potencializacion de la oxidacién anaerobia del ion amonio

(Anammox por sus siglas en inglés) en reactores batch (Yasuda et al., 2011).

1.5.3 Actualidad de los consorcios microbianos fijadores de nitrégeno

En el ambito internacional, la generacion de consorcios microbianos para la
fijacién de nitrégeno se ha dado en la mezcla de cepas puras y su posterior
evaluacién en suelos bajo diferentes condiciones. Por ejemplo, Aseri y su grupo
trabajaron la fertilizacién de suelos aridos (desierto Thar en India). Una mezcla
de Azotobacter chroococcum y Glomus mosseae fue el mejor tratamiento, pues

incremento los nutrientes y metabolitos disponibles (N, P, Mg, Ca, Zn, Fe y K),
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y las caracteristicas del cultivo (hojas, clorofila, nitrogenasa, etc) en mayor

proporcién que con los otros fertilizantes (Aseri et al., 2008).

Abdel-Aziez y su equipo aislaron diferentes bacterias del suelo entre ellas varios
géneros de Azotobacter y luego inocularon cultivos de la semilla de comino negro
cultivado en los Emiratos Arabes Unidos. Ellos detectaron que estas bacterias
fijadoras de nitrégeno aisladas eran las que mas beneficiaban el cultivo,
aumentado su microflora bacteriana, estimulando el incremento de
solubilizadoras de fosfato y el crecimiento de otros géneros de Azotobacter,
llegando a tener rendimientos de casi el 200% en el crecimiento de la semilla

(Abdel-Aziez et al., 2014).

Generalmente, la aplicacion biotecnolégica hacia la fijacién de nitrégeno se ha
hecho en su mayoria con cepas puras de diazétrofos, en donde a partir de
ecosistemas microbianos estudiados, se realizan aislamientos de
microorganismos especificos y son inoculados en ambientes diferentes esperando
un aumento en el proceso de fijaciéon de nitrégeno. Sin embargo, existe evidencia
de que los consorcios microbianos (agrupaciones ecoldgicas de dos 0 mas especies)
se podrian adaptar mejor a la recuperacién del suelo por los efectos sinérgicos
que puede conllevar (Bashan, 1998; Conant et al., 2013; Kaur et al., 2022). Se
han disefiado consorcios a partir de cianobacterias fijadoras de nitrégeno y se
han obtenido hasta tres veces mas nitrogeno fijado que cepas aisladas como las
de Nostoc muscorum (Reyna et al., 2012). Igualmente, estos consorcios fueron
empleados en cultivos de arroz logrando el crecimiento de hasta un 150% por

encima de la fertilizacion convencional (Bandyopadhyay et al., 2022; Loredo et

al., 2008).

Por otro lado, se ha demostrado que la disminucién del 50% (56 kg N/ha de
sulfato de amonio) de la aplicacién de fertilizante quimico a un cultivo de té (Sri

Lanka, Asia) puede aumentar hasta 100 veces la densidad bacteriana del suelo,
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incrementar la capacidad de FBN y reducir los niveles de nitratos hasta un 70%.
Ademas, utilizando biopeliculas de biofertilizantes bacteria-hongo (Acetobacter
spp., Azotobacter spp., Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp. Y un
Colletotrichum spp. no patdégeno) se obtuvo 4 veces mas la acciéon de la
nitrogenasa, aumento un 20% el C organico disponible en el suelo y aumento de
la densidad bacteriana en comparacion con el caso anterior (Seneviratne et al.,
2011). Ansari, Tipre y Dave evaluaron la eficiencia de diferentes fertilizantes
comerciales liquidos en cultivos de garbanzo (Guyarat, India) y encontraron que
simulando un consorcio con la mezcla de seis biofertilizantes entre ellos fijadores
de nitrégeno y solubilizadores de fosfatos se obtienen incrementos de hasta el

140 % en el crecimiento total de la planta (Ansari et al., 2014).

Una diversidad de metabolismos juega roles determinantes en los sistemas de
tratamientos de aguas residuales. Con el avance de las técnicas moleculares, se
ha profundizado en el estudio del comportamiento y las asociaciones de estas
comunidades microbianas. Bai y sus colaboradores realizaron un estudio
metagenémico de la rizosfera de las plantas de un humedal construido,
detectando la presencia de organismos fijadores de nitréogeno y 14 rutas
metabodlicas de degradacion de compuestos xenobidticos presentes en el agua
residual. Ellos concluyeron que los diferentes habitats y fuentes de carbono

favorecen la diversidad de estos ecosistemas (Bai et al. 2014).

Los consorcios de fijadoras de nitrégeno se han implementado en sistemas de
tratamiento de aguas residuales - STAR de lodos activados (Rotorua, Nueva
Zelanda) disenados para trabajar sin suministro de nitrogeno con altos niveles
de remociéon de materia organica (hasta el 87%). Se evalud la influencia del
oxigeno disuelto en la capacidad de fijar nitrégeno en el sistema, los niveles de
oxigeno disuelto fueron 1.0, 0.3 y 2.2 mg/L obteniéndose las siguientes tasas de
fijacién de nitrégeno 4.05, 13.49 y 6.92 g N.d! respectivamente (Slade et al.,

2003). Asi mismo, se ha determinado la posible morfologia de los consorcios
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capaces de fijar nitrégeno, se utiliz6 un indculo obtenido de un sistema de
tratamiento de residuos de pulpa y papel (Palmerston North, Nueva Zelanda),
se inocularon dos Reactores Batch Secuenciados (SBR, por sus siglas en inglés)
con el mismo ino6culo 1.8 g/L, con y sin fuente de nitrégeno durante 75 dias, y se
determiné que el sistema de fijacién de nitrégeno tiene un tamano de granulo
(aprox. 10 mm) 10 veces mayor que el sistema no fijador, ademas que el tiempo
de sedimentaciéon de las fijadoras es mayor a 1.4 cm/s y un indice de volumen de

lodo de menos de 10 mL/g (Pratt et al., 2007).

Se ha evaluado la estabilidad de los grupos filogenéticos de las bacterias
dominantes en un sistema de tratamiento de aguas residuales industriales con
altos niveles de remocién de materia organica apoyado en altas tasas de fijacion
de nitrégeno. Se evaluaron los cambios a dos condiciones de oxigeno disuelto 14%
y 5%, donde se obtuvo que el cambio de esta condiciéon no genera alteraciones
significativas en la comunidad microbiana. Sin embargo, las tasas de fijacién de
nitrégeno fueron mucho mas altas en la condicién de 5% de oxigeno disuelto (Reid

et al., 2008).

En el contexto nacional, Perez- Pelaez et al., evaluaron los cambios de densidad
de algunas poblaciones de bacterias que intervienen en el proceso de tratamiento
de las aguas residuales como las bacterias fijadoras de nitrégeno entre otras, esto
se hizo en humedales de flujo sub-superficial, (Cali, Colombia) obtuvieron que
las poblaciones son afectadas por la carga hidraulica y tipo de planta
implementada sobre el humedal de tratamiento (Pérez-Pelaez et al., 2011).
Adicionalmente, Rodriguez et al (2014), generaron consorcios fijadores de
nitrogeno provenientes de sistemas de tratamiento de aguas residuales
domésticas STARD y emplearon uno de estos consorcios en la cosecha de
Coriandrum sativum (cilantro comun). En cuanto a la fijacion de nitrégeno, el
consorcio microbiano de STARD utilizado como biofertilizante obtuvo mejor

resultado comparado con un biofertilizante a base de Azotobacter Chroococcum,
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al presentar mayores valores de nitrégeno foliar, total, y amoniacal y en
variables agronémicas como numero de plantas, nimero de hojas y diametro de
tallo; asi mismo de acuerdo con el balance de N2 se encontraron mayores
porcentajes de fijacion por parte de las bacterias provenientes de STARD.
Adicionalmente, este consorcio empleado disminuyd la concentracién de sales en
el suelo, aumentd la materia organica presente y aumentdé la cantidad de

nitréogeno reactivo en el suelo después del cultivo (Rodriguez et al., 2014).

Las investigaciones encontradas en la literatura se limitan al uso de cepas puras
y en algunos casos de consorcios microbianos para la fijaciéon de nitréogeno y
recuperacion de suelos. Sin embargo, el usar estos consorcios microbianos como
alternativa biotecnoldgica para la fijacion y aprovechamiento del nitrégeno
producido durante la fijaciéon esta poco estudiado. Razon (2012), planteé una
estrategia al proceso Haber Bosch, evaluando el ciclo energético y de gases efecto
invernadero a un proceso de producciéon de sulfato de amonio a partir de
Cianobacterias en lagunas algales. Este estudio encontr6 la eficiencia en fijacion
de nitréogeno y el aprovechamiento de este, empleando menos energia y
generando menos emisiones de gases efecto invernadero que el proceso Haber
Bosch. Para el 2014, Razon realizé la evaluaciéon del mismo ciclo energético
aprovechando adicionalmente la biomasa generada para la producciéon de biogas
y separando el sulfato de amonio producido en acido sulfirico y amoniaco (Razon,
2014). Recientemente se han propuesto metodologias basadas en microbiamas
como estrategia para enriquecer consorcios con potencial uso agricola (Gutierrez
et al., 2020) y se ha probado experimentalmente para enriquecer consorcios
microbianos fijadores de nitrégeno que una vez inoculados en plantas de tomate

logran suplir la demanda de nitrégeno del cultivo (Gutiérrez et al., 2022).
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CAPITULO II ENRIQUECIMIENTO DE CONSORCIOS MICROBIANOS
PROVENIENTES DE INOCULOS NATIVOS EN BIOREACTORES

2.1. Introduccion

De manera natural, durante millones de anos y equilibradamente en toda la
biosfera, la primera etapa para la formacién de N, ha sido desarrollada por
diazétrofos. Estos microorganismos estan presentes en habitats de todos los
tipos, como glaciares, suelos, océanos y hasta en intestinos de animales (Gupta
et al., 2019; Liang et al., 2020). Su diversidad no se distribuye uniformemente
entre los grupos filogenéticos o entre los ecosistemas, teniéndose la carencia de
que, en la actualidad, los entornos mas diversos son los menos caracterizados y
como resultado existe una carente descripciéon de diazoétrofos y una cantidad de

metabolismos y microorganismos por descubrir e identificar (Han et al., 2019).

El proceso de fijacién bioldégica de nitréogeno se considera un paso limitante y
determinante en el ciclo del nitrégeno, dado que esta restringido a un limitado
numero de procariotas (Gonzalez-Andrés & James, 2016). Este proceso, puede
ser inhibido por maultiples variables fisicoquimicas como lo son el pH,
temperatura, concentracién de oxigeno disuelto y presencia de amonio (Han et
al., 2019). Sin embargo, la diversidad genética proporciona la capacidad a largo
plazo de la biosfera para persistir y adaptarse a cambios abidticos abruptos o

graduales (Mor1 et al., 2018).

Desde la biotecnologia, queda el reto de poder integrar conceptos de ecologia
microbiana e ingenieria de bioprocesos para poder aprovechar la diversidad de
diazétrofos existentes en multiples ambientes y poder seleccionar a partir de alli
consorcios microbianos que puedan ser usados para diferentes fines de interés
tecnoldgico. En este sentido, conociendo los ambientes en los que se podria

encontrar una alta diversidad de diazdtrofos y sus condiciones basicas de
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crecimiento, se podrian disenar estrategias de seleccién y enriquecimiento de

estos consorcios.

En este capitulo se evalia el uso de biorreactores en batch para el
enriquecimiento de consorcios microbianos fijadores de nitrégeno en medios
libres de nitrégeno reactivo. Como inéculos fueron empleados un suelo de
vocacion agricola y nativos y sistemas de tratamiento de aguas residuales tanto

industriales como domésticos.

2.2. Metodologia

Procedencia de in6culos

Cuatro 1néculos fueron seleccionados teniendo en cuenta la posible presencia de
bacterias fijadoras de nitrégeno en ecosistemas microbianos antropogénicos,
naturales y naturales intervenidos con el fin de obtener inéculos con diferencias
en diversidad y abundancia. El primer inéculo proviene del reactor de lodos
activados de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas - ARD
(Denominado durante este experimento como inéculo A), ubicado en el Distrito
de Santiago de Cali — Valle del Cauca (3°23’18.78” N — 76°30°48.00” O). El
segundo indculo es un suelo proveniente de una finca caficultora ubicada en el
municipio de Palmira- Valle del Cauca (3°35°00.21” N 76°19°59.34” O), en donde
por mas de 30 afios han sido cultivadas constantemente diferentes variedades de
cana de azucar (Denominado durante este experimento como inéculo C). Como
tercer indculo se emple6 un suelo virgen del Parque Natural Nacional Farallones
de Cali (3°35.11.77" N — 76°37.37.23”), el cual nunca ha sido usado en
agricultura (Denominado durante este experimento como inéculo F). Por ultimo,
se utilizé un inéculo de una planta anaerobia empleada en la depuraciéon de las
aguas residuales industriales -ARI generadas en la producciéon industrial de
levadura para pan (denominado durante este experimento como inéculo L),
ubicada en el municipio de Tulua-Valle del Cauda (4°04°07.17” N — 76°11’51.21").
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Aclimatacion

Se tomaron 250 gramos de cada muestra, fueron macerados y tamizados en un
tamiz de 3 mm para la remociéon de sélidos, raices, rocas u objetos. Después se
agreg6 cada muestra por separado a una botella con 1 litro de solucién salina
(8.5% de NaCl), agitacion 200 RPM x 12 h y 30+2° de temperatura con el
proposito de homogeneizar  y remover la mayor cantidad de materia organica
e 1norganica disuelta. Posterior a las 12 horas, se realizd6 un proceso de
sedimentaciéon en un cono imhoff durante 40 minutos, se retir6 el sobrenadante
y nuevamente se agregaron a botellas con 1 litro de solucion salina para repetir
el paso de la remocién de materia organica e inorganica disuelta. Finalmente,
después de una segunda sedimentacion, se tomo cada muestra y se le adicion6 1
L de un medio de cultivo liquido libre de nitrégeno (Medio 441 DSMZ RBA
modificado) (tabla 2.1) el cual fue burbujeado durante 24 horas con nitrégeno
gaseoso con el fin de eliminar la mayor cantidad de protozoos ¥y
microinvertebrados aerobios posibles (Rodriguez et al, 2014). Al final, 250 mL de
sedimento de cada botella después de 40 minutos se tomé como el indculo base

para cada reactor de enriquecimiento.

Cada inéculo fue llevado a un reactor de 1 litro con agitacién mediante shaker y
aireacion (3 Litros de aire por minuto) por siete dias, el cual es el tiempo
promedio de crecimiento celular de diazétrofas en condiciones de cultivo liquido
(Rodriguez et al, 2014). Posteriormente cada uno de los inéculos se agité y de la
mezcla completa de medio e indculo (Licor mixto) se tomd 250 mL, los cuales se
adicionaron en un reactor con 500 mL de medio RBA modificado para un

volumen total de 750 mL.

Tabla 2.2 Medio RBA modificado
Soluciéon A (cantidades para 1L)

KH2PO4 0.1 g
K2HPO4 0.9 g
NaCl 0.1 g
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CaClz x 2 H20 0.1 g
MgSO04 x 7 H2O 0.1 g
Na2MoO4 x 2 H20 0.005 ¢
MnSO4 x H20 0.0056 ¢
FeSO4x 7 H20 0.01 g
Solucién de micronutrientes 3 mL
Solucion B (cantidades para 50 mL)
Sacarosa 20 g
Piruvato de Na 1 g
D-Manitol 2 g
D-Glucosa 2 g

Las soluciones A y B se ajustaron a un pH final de 7,3. Se esterilizan la solucién
A y B separadamente, se enfrian a 50°C y se adiciona a la solucién B 5 mL de la
solucién de vitaminas, posteriormente se mezclan y se almacena a 4°C-. La
solucién de micronutrientes contiene (para 1L): ZnSO4 x 7 H20 0.1g; MnCl2 x 4
H20 0.03g; H3sBOs 0.3g; CoCl2 x 6 H20 0.2g; CuCls x 2 H20 0.01g; NiClz x 6 H20
0.02g; Na2MoO4 x 2 H20 0.03 g.

La figura 2.1 presenta las fases de alimentacién. La primera fase de alimentacién
constd de ciclos de 24 horas de mezcla completa y aireacion (3 LPM), 1 hora de
sedimentacion y el cambio del sobrenadante por nuevo medio con el fin de
garantizar la menor cantidad de materia organica nitrogenada y nitrégeno
disuelto en el medio para asi favorecer el crecimiento de diazétrofas. Esta fase
se llevo a cabo hasta que la coloracion de cada bioreactor se torné amarillenta y

se evidencié que la materia organica que traia cada muestra fue consumida.

Se procedié a arrancar la segunda fase de alimentacién. En esta fase, los ciclos
de alimentacién cambiaron y son tres; el primero, consta de tomar 250 mL de
licor mixto (mezcla de indculo y sustrato en agitacién) del reactor y se alimenta
con 250 mL de medio por 72 horas, posteriormente en la etapa dos, se agregan
250 mL mas de sustrato y se opera durante 72 horas. Cuando estas 48 horas

finalizan, el reactor se deja sedimentar por 1 hora, se extraen 500 mL del
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sobrenadante y se reemplazan por 500 mL de nuevo medio, se alimenta por 72

horas. Cuando este tiempo finaliza se toman 250 mL de este licor mixto y se

reinicia el ciclo con el paso 1.

500 mL

72 horas de TRH
Aireacion 3LPM
Mezcla Completa

Ciclo 1: 250 mL de licor
mixto del ciclo 3 + 250 mL
de medio

750 mL

72 horas de TRH
Aireaciéon 3LPM
Mezcla Completa

750 mL

72 horas de TRH
Aireacion 3LPM
Mezcla Completa

Ciclo 3: Sedimentacion
por 1 hora, descartan 500
mL de sobrenadante,
adiciénde 500mL de
medio.

Ciclo 2: Adicion de 250

mL de medio

Figura 2.1 Esquema de alimentacion de los reactores durante el tiempo de operacion

Evaluacion de grupos cultivables y pruebas bioquimicas

Se realiz6 la identificacion de los géneros asociados con la fijacién de nitrégeno,

complementando las identificaciones con siembras de tres réplicas en medios

selectivos, Eosina-Azul de Metileno (EMB), Macconkey, Manitol-Levadura

(MYA), Polimixina-Yema de huevo-Manitol (MYP), Cetrimide, Actinomicetos,
Ashby, NFb y JNFb (Baldani et al., 2014; Dadook et al., 2014; de Vos et al., 2015;

Imhoff, 2005; Tallent et al., 2012). Enzimas codificadas genéticamente como

catalasas, ureasas, peroxidasas, entre otras, son verificadas y determinadas por

pruebas bioquimicas.
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Extraccion de ADN, secuenciacién y analisis taxonémico

Se tomo una alicuota del efluente de cada reactor para extraccion de ADN en el
tiempo inicial (1A; 1C; 1F y 1L) y tiempo final (2A; 2C; 2F y 2L). La extraccién
de ADN se realizé de forma manual. E1 ADN extraido fue cuantificado mediante
espectrofotometria a 260 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EE. UU) y
revelado en gel de agarosa al 1%. 50 ul de cada muestra fueron enviados a
Novogene (EE. UU). La secuenciacién se realiz6 mediante la plataforma
Illumina para la regién v3 y v4 (NovaSeq 6000 PE150). Las lecturas crudas
fueron evaluadas usando el programa FASTQC para revisar el estado de calidad
de las lecturas, posteriormente, fueron procesadas en QIIMEZ2 con el plugin
DADA2 para remover quimeras, secuencias repetidas y secciones de mala
calidad (Q30). Las lecturas se truncaron en 271 pb para eliminar secuencias de
mala calidad (Q 30), y los singletons fueron descartados como parte del proceso
dentro del DADAZ2. La asignacién taxonémica se realizé con la base de datos
SILVA (SILVA SSU 138.1) usando el método “fit-classifier-naive-Bayes”, y las
tablas de caracteristicas fueron procesadas en R (R Core Team, 2021) para
realizar las graficas de abundancia, indices de alfa diversidad y distancias de

beta diversidad.

2.3. Resultados y discusion

Analisis de cultivabilidad de los in6culos

La densidad de bacterias generales en Unidades Formadoras de Colonias por
gramo de suelo (UFC/g), fue estimada por conteos directos de colonias en placa,
a partir de muestras de suelo de las localidades Farallones (F) y Candelaria (C),
y lodos de Aguas residuales domésticas (A) y Aguas residuales industriales (L)

en agar nutritivo (tabla 2.2).
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Tabla 3.2 Numero de colonias en UFC/g de las muestras de suelos y lodos de las
diferentes localidades en medio RBA

Localidad UFClg
F 1,09x106
C 3,00 x107
A 3,00 x107
L 1,07 x107

La tabla 2 indica que la densidad de bacterias generales en UFC/g de suelo y
lodo fue mayor en los ecosistemas C y A, mientras que la localidad F, presentd la
menor densidad. Este resultado podria ser explicado por la alta concentraciéon de
moléculas carbonadas y elementos minerales de las aguas residuales domésticas.
Para el caso de la localidad C, que corresponde a un suelo agricola, se obtuvieron
conteos mayores con respecto a F que corresponde a un suelo no intervenido. Esto
puede ser explicado debido a que, en el suelo agricola, como consecuencia de las
labores de fertilizacién, hay disponibilidad de nutrientes, lo que favorece el
crecimiento de bacterias heterdtrofas que metabolizan fuentes simples de
nutrientes como las que se pueden encontrar en el medio RBA, mientras que,
para los microorganismos de un suelo no intervenido, alli la disponibilidad de
nutrientes puede ser mas compleja y esto causa que al llevarlos a un medio de
rapido crecimiento, no se obtengan conteos abundantes. Se debe tener en cuenta
que la distribucién ecolégica de las bacterias en ecosistemas especificos esta
modulada por diversos factores como caracteristicas quimicas y fisicas de los
sustratos, humedad, materia organica, pH e interacciones microbianas (Han et

al., 2019)

Luego de hacer las siembras en placa, se lograron identificar 16 morfotipos, 12
se observaron en la localidad F, ocho en la C, siete en A y nueve en L. El
aislamiento de estos microorganismos en medio libre de nitrégeno permitio
asociarlos con microorganismos capaces de fijar nitrégeno. Se ha reportado que
estos géneros presentan actividades metabdlicas que promueven el crecimiento
vegetal (PGP), y han sido aislados de cultivos de gran interés para la

alimentacion humana (Beneduzi et al. 2013, Hungria et al. 2013). La produccion
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de metabolitos en estos géneros, les permiten establecer interacciones y llevar a
cabo procesos, como solubilizacion de fosfatos, producciéon de siderodforos,

fitohormonas y fijacion de nitrogeno (Tabassum et al. 2017).

A los morfotipos caracterizados macroscopicamente, se les realizé pruebas
bioquimicas y siembras en medios selectivos, logrando identificar los géneros
Klebsiella, Enterobacter, Azotobacter, Citrobacter, Rhizobium, Bacillus vy
Escherichia. No se observo crecimiento en agar Cetrimide, indicando que dentro
de los aislados no se obtuvo colonias del género Pseudomonas. No se pudo
comprobar la presencia de Herbaspirillum ni Azospirillum, a través de los

medios de cultivo JNFb y NFb.

Se ha reportado que estos géneros encontrados presentan actividades
metabodlicas que promueven el crecimiento vegetal (PGP), y han sido aislados de
cultivos de gran interés para la alimentacion humana (Mendes et al., 2013;
Vanegas & Uribe-Vélez, 2014; Wiesmann et al., 2022). La producciéon de
metabolitos en estos géneros, les permiten establecer interacciones y llevar a
cabo procesos, como solubilizacion de fosfatos, producciéon de siderodforos,

fitohormonas y fijacién de nitrégeno.

Cambios estructurales en la comunidad microbiana

Se aprecia también que se generan comunidades diferentes después del proceso
de adaptacion dependiendo del in6culo. En algunos inéculos hay un aumento en
la diversidad después del proceso de enriquecimiento mientras que en otros la

diversidad se disminuye (figura 2.3).
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Figura 2.2 Abundancia relativa al nivel taxonémico de familia (A) y genero (B). Se
muestran los taxones mas abundantes. 1L: ARI tiempo inicial, 2L: ARI tiempo
final, 1F: farallones tiempo inicial, 2F: farallones tiempo final, 1C: Candelaria tiempo
inicial, 2C: Candelaria tiempo final, 1A: ARD tiempo inicial, 2A: ARD tiempo final.

Los indices de diversidad muestran que el inéculo inicial de Farallones (1F) es
que tiene una abundancia menor de microorganismos (Chao_1 y ACE) y que
dentro de esos pocos microorganismos hay una dominancia alta (Dominance) de
un par de taxones (Terrimicrobioum y Clostridium) lo que causa una baja
diversidad (Shannon). Después del proceso de enriquecimiento, se aprecia un
cambio en todas las métricas de diversidad, mostrando una desaparicién de los
grupos dominantes y apariciéon de nuevos grupos que en un principio estaban en

una muy baja abundancia.

El analisis de beta diversidad (figura 2.4A) muestra dos grandes clados
claramente diferenciados en donde se agrupan las muestras antes y después del
proceso de enriquecimiento, a excepciéon de la muestra 1A y 2A que
aparentemente no sufrié cambios significativos en la estructura microbiana
durante el proceso. Se aprecia que para las muestras 1F y 1A que en el tiempo
inicial eran muy diferentes, después del proceso de enriquecimiento, son las que

mas se parecen en términos de la configuracién de la comunidad microbiana.
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Figura 2.3 Indices de alfa diversidad. 1L: ARI tiempo inicial, 2L: ARI tiempo final, 1F:
farallones tiempo inicial, 2F: farallones tiempo final, 1C: Candelaria tiempo inicial,
2C: Candelaria tiempo final, 1A: ARD tiempo inicial, 2A: ARD tiempo final.

En la figura 2.4B se indican en circulos azules correlaciones estadisticamente
significativas entre taxones a nivel de genero con base en abundancias relativas
en el tiempo final. Las correlaciones positivas podrian indicar sinergias entre los
taxones. No se evidencian correlaciones negativas. Se observa correlacion entre
Azospirillum con Microbacterium y Zooglea. Esta correlaciéon podria indicar
algin tipo de asociacién entre estos tres géneros, en este caso Azospirillum ha
sido reportado como fijador de nitrégeno, sin embargo, los otros dos no, razén por
la cual su mecanismo en la asociacién podria estar relacionado con formacién de
biopeliculas y consumo rapido de oxigeno para proteger el complejo enzimatico
de la nitrogenasa (Gutiérrez et al., 2022). Una asociacién similar podria pensarse
para el caso de Clostridium, que ha sido reportado como anaerobio obligado, sin
embargo, esta presente en reactores aerobios con inyeccién de aire. Su presencia
alli podria estar explicada por su capacidad para fijar nitrégeno y su correlacion

con Strenotrophomonas puede indicar que este ultimo forma biopeliculas que
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rodean a Clostrodium, aislandolo del oxigeno, pero permitiendo la difusiéon de

nitrégeno molecular.
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Figura 2.4. (A) Agrupacion basada en distancias de Bray Curtis. 1L: ARI tiempo inicial,
2L: ARI tiempo final, 1F: farallones tiempo inicial, 2F: farallones tiempo final, 1C:
Candelaria tiempo inicial, 2C: Candelaria tiempo final, 1A: ARD tiempo inicial, 2A:
ARD tiempo final. (Matriz de correlacién de Pearson basada en las abundancias
relativas en el tiempo final, se muestran en circulos azules correlaciones
estadisticamente significativas p<0,05).

Al cambiar las condiciones originales del inéculo, la estructura microbiana a
nivel taxonémico presenta cambios. En algunos casos se aumenta la diversidad
y en otros se disminuye. Es probable que los cambios observados obedecen a la
composicion nutricional del medio de cultivo y la presiéon selectiva para el
crecimiento de algunos géneros. Sin embargo, la magnitud de los cambios
obedece también a la composicion inicial del inéculo, puesto que cada inéculo
configuré en el tiempo final una comunidad microbiana diferente de los demas.
Esto confronta la hipdtesis de que se podrian obtener comunidades microbianas
parecidas en tanto se cultiven en las mismas condiciones, lo que se conoce como
ensamblajes deterministicos (Mor1 et al., 2018). Se han realizado procesos de
enriquecimiento similares a partir de muestras de suelo, en donde al igual que

la muestra de farallones, se presenta un aumento en la diversidad cuando el

moculo es cultivado en un reactor con un medio liquido (Gutiérrez et al., 2022).
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2.3.3. Caracterizacion fisicoquimica de los reactores

La tabla 2.3 muestra que, para los 4 indéculos, independientemente de su
procedencia, al final del proceso de adaptacion, se logré6 aumentar la cantidad de
nitrogeno en cada reactor llegando incluso al doble de la cantidad inicial. La
cantidad de carbono se mantuvo constante haciendo que al final la relacién
carbono nitrégeno se disminuyera. Estos resultados son importantes y se
constituyen en aporte a la investigaciéon en producciéon de biomasa microbioma
fijadora de nitrégeno en reactores usando nitrégeno atmosférico como fuente de
nitrégeno. Comtinmente la industria de producciéon de microorganismos fijadores
de nitrégeno no usa nitrogeno atmosférico, se usan fuentes de nitrogeno
facilmente asimilable que se anaden a los caldos fermentativos (Aloo et al., 2021;
Gupta, 2021; Joshi & Gauraha, 2022; Sansinenea, 2021), en este estudio se
presenta un buen rendimiento en términos de crecimiento microbiano y aumento
de la concentracion de nitrégeno en los reactores a partir del N2 atmosférico,
sugiriendo una alternativa biotecnoldgica que puede ser menos costosa para la
produccion de biofertilizantes, inéculos de interés biotecnolégicos o metabolitos
secundarios. No se observaron cambios notorios en el contenido de oxigeno. El
oxigeno es importante en la fijacibn de nitrégeno, puesto que inhibe
irreversiblemente el complejo enzimatico de la nitrogenasa, en este caso no se
observo un efecto negativo del oxigeno en la fijacién de nitrégeno. La tabla 2.3
presenta los analisis elementales realizados a las muestras en su tiempo inicial

y final de operacion.

Tabla 2.4 Caracterizacion elemental del efluente de los reactores al tiempo inicial y
tiempo final de operacion.

N C H (0] C/N
1L 1,31 41,23 5,11 52,15 31,47
2L 2,34 40,9 5,25 50,98 17,48
1F 1,17 43,35 5,01 50,21 37,05
2F 2,46 40,19 5,12 52,09 16,34
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1C 1,44 42,36 5,26 50,36 29,42

2C 2,15 40,98 5,19 51,48 19,06
1A 1,26 42,13 5,21 51,07 33,44
2A 2,24 41,78 5,42 50,45 18,65

1L: ARI tiempo inicial, 2L: ARI tiempo final, 1F: farallones tiempo inicial, 2F:

farallones tiempo final, 1C: Candelaria tiempo inicial, 2C: Candelaria tiempo

final, 1A: ARD tiempo inicial, 2A: ARD tiempo final.
La figura 2.5 muestra la concentracion de nitrégeno amoniacal en el efluente del
reactor durante los 35 dias de operacion para cada uno de los 4 indculos. Se
aprecia un incremento en los primeros dias de operacion para L, A y C,
alcanzando los valores maximos a los 9 dias (figura 2.5). El inéculo F tarda un
poco mas en alcanzar el valor maximo, lograndolo a los 14 dias. Para el in6culo
L, se aprecia que después de alcanzar su concentracién maxima, se presenta un
descenso rapido a los 14 dias y nuevamente un aumento a los 17 dias. Después
de alcanzar su punto maximo, para todos los inéculos, la concentracién de
nitrégeno amoniacal desciende alcanzando puntos minimos entre los 28 y 33 dias

de operacion, punto desde el cual aumenta nuevamente.

Los resultados sugieren que una baja concentracion de nitrégeno amoniacal en
el medio induce a la fijacién de nitrogeno y por ende se aumenta la concentracion
de este en los dias posteriores. Esta rapida fijaciéon de nitrégeno puede estar
haciendo que el nitrégeno fijado se incorpore rapidamente en la biomasa como
nitrégeno organico y haya un rapido crecimiento de los microorganismos. Una
vez que los microorganismos empiezan a morir, parte de este nitrégeno es
liberado al medio y empieza a ser transformado a nitratos, empieza a ser
consumido por otros microrganismos presentes que no fijan nitrégeno y es

liberado nuevamente en forma gaseosa.

Una vez hay poco nitrogeno amoniacal en el medio, se activa nuevamente la
fijacién de nitrégeno y empieza a aumentar la concentraciéon. Esta dinamica en

el proceso de fijacion de nitrégeno responde al hecho de que biolégicamente a
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nivel celular, la expresion de la enzima nitrogenasa esta regulada por la
concentracion de NHis que el microorganismo es capaz de detectar en su
ambiente, cuando hay NH4 disponible, la expresién de la enzima es reprimida,
mientras que cuando hay poco NH4 disponible, la expresiéon de la enzima es

inducida (Smercina et al., 2019).
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Figura 2.5 Concentracion de nitr6geno amoniacal en el efluente del reactor durante
el tiempo de operacion

2.4. Conclusiones

El proceso de enriquecimiento fue exitoso en la medida que permitié el
crecimiento de microorganismos usando como Unica fuente de nitrégeno el aire
atmosférico, estos microrganismos a su vez aumentaron la cantidad de nitrégeno
en el efluente, indicando la presencia de fijadores de nitrégeno. Por otra parte,
se pudieron identificar fijadores de nitrégeno en los cuatro inéculos utilizados.
Se evidencian cambios a nivel de la composicién de la comunidad microbiana de

cada inéculo antes y después del proceso de adaptacion y se logran identificar

76



algunas asociaciones que posiblemente facilitan el proceso de fijaciéon. Este tipo
de asociaciones antes mencionadas no son frecuentes en la literatura para el caso
de los fijadores de nitrégeno, puesto que el estudio de estos microorganismos se
ha enfocado en el uso de cultivos puros. En este caso con datos experimentales
se logra mostrar la relevancia del uso de biorreactores y consorcios microbianos
complejos para estudiar relaciones ecoldgicas entre microorganismos y que se
puedan obtener beneficios con potencial industrial a partir de estas asociaciones,

independientemente de la procedencia del in6culo.
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CAPITULO III EVALUACION DE CONSORCIOS MICROBIANOS
FIJADORES DE NITROGENO EN CADENA DE VALORIZACION DE
RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

3.1 Introduccion

Se estima que a nivel mundial la biomasa lignocelulésica es un recurso biolégico
ampliamente disponible con un rendimiento anual de mas de 200 mil millones
de toneladas meétricas secas por ano (Raja et al., 2008). Lo equivale a un
rendimiento energético como combustible estimado en 9,1 X 1018 J,
aproximadamente lo mismo que 1.000 millones de barriles de Diesel (Lee et al.,
2020). Esta biomasa puede ser aprovechada energéticamente para la produccion
de energias limpias, entre estas, el biogas. En un contexto local, la produccion
agricola anual promedio se estima en 73,2 millones de toneladas al afno, teniendo
residuos agricolas y pecuarios ricos en carbono que pueden ser aprovechados
energéticamente para la produccion de energias limpias, entre estas, el biogas.
Ademas de representar una alternativa para la generacién de energia térmica y
eléctrica, también brinda la oportunidad de suministrar energia eléctrica en las
regiones mas apartadas del pais, y permite desplazar el uso de combustibles
fésiles ampliamente utilizados como el gas natural, el carbén y los combustibles
liguidos, por residuos agricolas que pueden ser fuente de biocombustibles

sostenibles a nivel mundial (UPME, 2015).

El valle geografico del rio Cauca cuenta con caracteristicas topograficas,
climaticas y de suelos ideales para la produccién de cana de azicar, procesando
cerca de 24 millones de toneladas de cana de azucar al ano. El residuo maés
importante derivado del procesamiento de la cana de azicar es el bagazo,
representando cerca del 30 % del total de la canna molida, generando en promedio
7 millones de toneladas (Becerra Quiroz, Buitrago Coca and Pinto Baquero,
2016). Lograr aportar a la poblacién una estrategia de aprovechamiento de este

material de forma amigable con el medio ambiente y que proporcione
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alternativas para la produccion de energias renovables, lograria minimizar el
impacto ambiental generado por la combustién de los hidrocarburos y contribuir

a la necesidad mundial de produccion de energias limpias.

La composicion del bagazo es aproximadamente 42% de celulosa, 25%
hemicelulosa, y un 20% de lignina (Yue et al., 2016). El bagazo ofrece muchas
ventajas para el uso en los procesos de bioconversion que utilizan
microorganismos debido a que es una fuente potencial de carbono para un
proceso de produccién de energia de segunda generacién (Aguiar et al., 2021).
Sin embargo, el bagazo se caracteriza ademas por una relacién C/N de 116:1,
donde la falta de nitrégeno en el bagazo es evidente (Janke et al., 2015) y dado
que los polisacaridos que lo componen estan unidos en una estructura compleja,

este residuo es casi inerte contra cualquier accién bioquimica.

Igualmente, la importancia del crecimiento del cultivo de Palma de Aceite
Africana en Colombia, ubicandose como el cuarto productor de este alimento en
el mundo, hace que su residuo se convierte en una materia prima con un
potencial de aprovechamiento energético. En el proceso de beneficio del fruto de
palma de aceite se generan varios subproductos de interés técnico y econémico
tanto para la planta de beneficio como para el manejo agronémico del cultivo de
palma de aceite (Nasir et al., 2019; Pelaez et al., 2022) Para el caso de la fase
so6lida se produce raquis, lo cual proviene de la remocién de los frutos de la palma
y la fibra, proveniente de la molienda del fruto en la extraccion del aceite. Asi
mismo, las extractoras de aceite de palma africana son generadoras de grandes
cantidades de efluentes liquidos con una alta carga organica contaminante.
Dichos efluentes son conocidos por sus siglas en inglés como POME (Palm Oil
Mill Effluents), y se refiere a los efluentes de las etapas finales del proceso de

produccion del aceite de palma en las plantas extractoras.
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La digestion anaerdbica (AD) se ha consolidado como una tecnologia madura,
ampliamente estudiada y sostenible, capaz de convertir la materia organica
presente de varios tipos de desechos en biogas, una fuente de energia renovable
que puede reemplazar al gas natural y a los combustibles convencionales para
producir calor y energia (Harirchi et al., 2022). (Achinas, Achinas and Euverink,
2017; Harirchi et al., 2022) Adicionalmente, su digestato, puede ser empleado
como fertilizante o acondicionador de suelos, lo que le da un valor agregado a
una dicha alternativa (Uc¢kun Kiran et al., 2016; Wang, Chang and Lee, 2023).
La digestion anaerobia tiene varias ventajas sobre otros tratamientos de
residuos y procesos de produccién bioenergética. Esto se debe a que reduce los
olores y las emisiones de gases de efecto invernadero, como CH4 y 6xido nitroso
que, respectivamente, tienen 25 y 298 veces mas potencial de calentamiento
global que el CO2 en una escala de cien anos (IPCC, 2019). Ademas, esta
tecnologia puede transformar la materia organica en una fuente de bioenergia:
biogas (compuesto principalmente de metano y diéxido de carbono), a la vez que
estabiliza los desechos y produce un fertilizante rico en nutrientes que puede
aplicarse a la tierra para obtener beneficios agronémicos (Vasco-Correa et al.,

2018).

En este sentido, el biogas producido a través de la digestion anaerdbica (AD) se
ha convertido en una alternativa para la producciéon de energia, no solo por las
ventajas medioambientales, de usar residuos como materia prima para producir
biogas y un fertilizante de alta calidad (digestato) como sus principales
productos, sino también por su costo relativamente bajo en comparaciéon con
otras técnicas (Kasinath et al., 2021). De hecho, cualquier tipo de biomasa tiene
el potencial de ser un sustrato para la producciéon de biogas siempre que
contengan carbohidratos, proteinas, grasas, celulosa y hemicelulosas como

componentes principales (Okolie et al., 2022).
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Aunque la produccién de biogas a partir de residuos ricos en carbono es una
estrategia prometedora, esta tecnologia se enfrenta a diversos retos que
conciernen al maximo aprovechamiento de los residuos agricolas. Dado que, los
residuos lignocelulésicos como el bagazo de caina o POME a menudo son ricos en
carbohidratos, pero son bajos en nitrogeno (Deshavath, Veeranki and Goud,
2019). La digestion anaerobia de estos sustratos suele producir un biogas alto en
dioxido de carbono (CO2) pero significativamente bajo en contenido de CH4. De
igual manera, aunque la biomasa lignocelulésica es una opciéon para la
produccién de biocombustibles gracias a su composiciéon rica en carbono, su
produccion a gran escala se ha visto limitada debido a su pobre contenido de

nitrégeno, lo que dificulta su degradaciéon microbiana (Jiang et al., 2019).

La digestion anaerdbica de la materia organica es un proceso complejo, pues los
microorganismos que participan en el proceso tienen diferentes requisitos sobre
las condiciones ambientales y, ademas, conviven en interacciones sinérgicas. De
esta manera, si clerto sustrato tiene una relaciéon C: N alta, es decir, una
deficiencia de nitrogeno puede influir negativamente en el funcionamiento de la
comunidad microbiana. Lo cual se traduce en una influencia directa en la
capacidad de producir enzimas que son necesarias para la utilizacion del
carbono, causando una conversion incompleta del sustrato y menores
rendimientos de metano. Igualmente, una C:N baja puede causar la inhibicién
del proceso de AD, a través de la acumulacion de amoniaco toxico (NHs)
producido de la degradacion de proteinas o por la conversiéon de urea (Jiang et

al., 2019).

Existe un potencial uso de bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas para la
producciéon de combustibles a partir de biomasa, se han descrito varias especies
de bacterias celuloliticas anaerdbicas a partir de sedimentos, compost y lodos
anaerobios (Tsegaye et al., 2019; Anukam et al., 2020). Dado que los ambientes

ricos en celulosa son frecuentemente deficientes en nitrégeno, las bacterias
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fermentadoras de celulosa capaces de fijar nitrégeno satisfacen sus necesidades
de nitrégeno a través de la fijacion de N2 ya que tienen una ventaja selectiva

(Harindintwali et al., 2022).

En este sentido, este capitulo evaluara la contribucién de la combinacién de
consorcios de microorganismos fijadores de nitrégeno y lodos de digestién
anaerobia en la produccién de biogas a partir residuos agricolas con deficiencias
en relaciones C:N. De esta manera, esta alternativa de tratamiento de
compuestos lignoceluldsicos aportara informaciéon valiosa en la generacién de
una cadena de valor industrial, capaz de contribuir con el abastecimiento de la

demanda energética mediante alternativas industriales mas sostenibles.

3.2 Metodologia

Este proyecto de investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia,
del Grupo de Investigaciéon en Bioprocesos de la Universidad ICESI y el
Laboratorio del Grupo de Investigacion en Procesos Avanzados para
Tratamientos Biolégicos y Quimicos (GAOX) de la Universidad del Valle. Esta
metodologia, tiene como objetivo lograr determinar la contribuciéon de la
combinacién de consorcios de microorganismos fijadores de nitrégeno y lodos de
digestion anaerobia en la producciéon de biogas a partir de residuos de cana de

azucar y palma de aceite.

3.2.1 Seleccion de inéculos y sustratos

El inéculo o lodo de digestion anaerobia — IB, fue tomado del reactor de flujo
ascendente anaerdbico de lecho de lodos o reactor UASB por sus siglas en inglés
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) de la estacién de investigacién y
transferencia de tecnologia en aguas residuales y retso de Ginebra, Valle del

Cauca (3°42'40.18” N — 76°16'15.55 O).
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Se hizo un muestreo integrado del sistema segiin su régimen de mezcla. Se tomo
una muestra de 40 litros en recipientes, los cuales fueron llevados al laboratorio
de investigacion en bioprocesos de la Universidad Icesi. El consorcio de bacterias
fijadoras de nitrogeno — BFN fue el producto de la aclimatacién del lodo
proveniente de un sistema de tratamiento de aguas residuales de la industria de
produccion de levadura, denominado en el capitulo anterior como inéculo L y se
tomo6 teniendo en cuenta la afinidad en su procedencia original para la

produccion de biogas.

Para el caso de los sustratos, el bagazo de cana se obtuvo de un ingenio azucarero
ubicado en el municipio de Palmira, Valle del Cauca (3°35°00.21” N 76°19’59.34”
0), mientras que los residuos de Palma de Aceite de una finca palmicola en el
municipio de Codazzi -Cesar. Ambos residuos fueron recolectados en bolsas
ziploc empacadas al vacio, a temperatura ambiente y transportadas hasta las

instalaciones de la Universidad ICESI para su preservacién y procesamiento.

3.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de in6culos y sustratos

Inoculos

Se calcul6 el porcentaje de sélidos volatiles (%VS) del lodo de digestion anaerobia
y cada uno de los sustratos de acuerdo con el protocolo Solids 2549 secciéon C y E
establecido por el “Standard methods for the examination of water and

wastewater — 2017”.

Sustratos

Los residuos fueron caracterizados en su contenido de nutrientes y diferentes
formas de materia organica lignocelulésica, de acuerdo con los procedimientos

establecidos por National Renewable Energy Laboratory — NREL de los Estados
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Unidos (NREL, 2008), en el Instituto Fraunhofer para Tecnologia Quimica ICT
(Fraunhofer-Institut fiir Chemische Technologie ICT), en Pfinztal Alemania.

3.2.3 Evaluacion de fuentes de carbono por parte de Bacterias Fijadoras

de Nitrogeno - BFN

Teniendo en cuenta que en la digestion anaerobia de los residuos lignoceluldsicos
existen fuentes de carbono diferentes a las evaluadas durante el capitulo II, se
determind que era necesario evaluar el consumo de compuestos organicos como
el acido acético y la celulosa por parte del consorcio de bacterios fijadoras de
nitréogeno. La celulosa y el acido acético son dos de los principales productos de

las etapas de la digestién anaerobia de residuos lignocelulésicos.

Para realizar el cultivo del inéculo del consorcio BFN se tomaron frascos Schott
de 500mL con 130 mL del medio RBA modificado, sin ninguna fuente de carbono
y 20 mL del consorcio BF, cada experimento se realizé por triplicado. Para el caso
del acido acético se llevo una concentraciéon de 400 mg/L al reactor y se ajusto el
pH a 7.3 unds con solucion buffer de KeHPO4. Mientras que, para el caso de la

celulosa, se agreg6 una concentraciéon de 500 mg/L.

Los reactores se tuvieron en condiciones de incubaciéon 35°C y 150 rpm,
semejando las condiciones de la digestién anaerobia, a través de una atmosfera
saturada de nitrégeno y tomando nueve muestras de 5 mL a lo largo de 20 dias
de experimento. Se cuantifico6 Carbono Organico Total — COD al sobrenadante
de cada muestra centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos y el peso seco a la

fraccién a la muestra secada por 24 horas a 105°C.

3.2.4 Evaluacion del potencial de biometano - BMP

Previamente determinado el VS de cada sustrato e indculo, se procedié a realizar

los ensayos BMP. La relacién inéculo:sustrato fue de 6:1, teniendo como volumen
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de reaccién 700 mL y siguiendo la guia VDI 4630 de la Asociacion Alemana de
Ingenieros para la caracterizacion de sustrato, muestreo, recolecciéon de
informacion y tests de fermentacion (Richtlinie Verein Deutscher Ingenieure
VDI 4630 '"Vergidrung organischer Stoffe; Substratcharakterisierung,

Probenahme, Stoffdatenerhebung, Garversuche").

Los experimentos se llevaron a cabo en dos equipos BMP-Nautilus suministrados
por ANAERO Technologies (Cambrigde, Reino Unido) (Figura 3.1). La
temperatura de los experimentos fue de 30 + 2 °C. El biogas producido durante
los experimentos fue almacenado en bolsas Tedlar y su composicién determinada
mediante un BIOGAS 5000 (Geotech, UK). A cada combinacién de experimento

se le realizaron tres réplicas.

.

Figura 7 Set para test de potencial de biometano (Anaero Technology,
UK).

Fueron evaluados tres sustratos; dos provenientes de la palma de aceite y uno
de la cana de azucar. Para el caso de la cana de azucar fue el bagazo, mientras

que para la palma de aceite se evalué el POME liquido y el raquis.

3.2.5 Diseno experimental

Se realizaron tres tratamientos a cada sustrato que consistieron en un

enriquecimiento con 10% de un consorcio de fijadoras de nitrégeno (IB + BFN +
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Sustrato), con fijadoras de nitréogeno esterilizadas (IB + BFNac + Sustrato) y sin
fijadoras de nitrégeno (IB + Sustrato), con el objetivo de evaluar si la actividad
del consorcio de microorganismos fijadoras de nitrégeno tenia un efecto
significativo sobre la producciéon de biogas con los distintos sustratos o por el
contrario, el contenido nutricional del consorcio microbiano por si era una fuente
de nutrientes debido a su contenido de material celular, detritos y nutrientes. Se
tuvieron como blancos un montaje de indéculo con celulosa (IB + Celulosa) y el
inéculo sin sustrato (IB) para observar la capacidad endégena del indculo de

producir biogas.

3.2.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se empled la prueba no paramétrica
basada en el rango H de Kruskal-Wallis para corroborar si existian diferencias
relevantes a nivel estadistico entre dos o mas grupos de una variable
independiente en una variable dependiente ordinal o continua. La prueba
determiné si las medianas de dos o mas grupos son diferentes. Las hipdtesis de

la prueba fueron:

Ho: Las medianas de la produccion de biogas son iguales.
Hi: las medianas de la produccion de biogas no son iguales

Se empled el software Minitab 17, con un nivel de significancia del 95% para

todas las pruebas.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de in6culos y sustratos

Los resultados obtenidos en la caracterizacién de cada una de las muestras se

llevaron a cabo seguin lo descrito en la metodologia. En la tabla 3.1 se presenta
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el promedio de los resultados obtenidos durante el procedimiento para inéculos
experimentales. La celulosa es un polisacarido compuesto por cadenas lineales
de glucano envueltas por hemicelulosa y lignina, que estan unidas por enlaces
quimicos. La celulosa, la hemicelulosa y la lignina estan estrechamente
entrelazadas para formar una estructura sélida de la pared (Usman Khan and
Kiaer Ahring, 2021). Este factor fisico, limita la efectividad de la eficacia de la
digestion anaerobia y plantea enfoques de pretratamiento fisico y quimico
selectivo, como la molienda, la extrusion, las microondas, la explosién de fibras

de amoniaco, los disolventes eutécticos, entre otros (Mankar et al., 2021).

Tabla 3.5 Promedio del porcentaje de sé6lidos volatiles y s6lidos totales de lodo de
digestion anaerobia y del consorcio de bacterias fijadoras de nitrogeno (BF)

Lodo de . . .
digestién Con.sorcw de microorganismos
anaerobia (IB) fijadores de nitrégeno (BF)
% Solidos Volatiles (p/p) 2.03+0.05 0.53 £ 0.01
% Solidos Totales (p/p) 4.21+£0.10 0.66 £ 0.01
% Humedad 95.79+ 0.01 99.34 + 0.01

El contenido de sélidos volatiles para el inéculo IB fue casi cuatro veces mayor
al del consorcio fijador de nitrégeno, denotando mayor contenido de material
celular y concentraciéon de compuestos organicos. Asi mismo, los sélidos totales
tuvieron el mismo comportamiento, lo que esta asociado a la densidad celular y
de material del tipo de reactor de manto de lodos ascendentes, el cual densifica

la biomasa.

La tabla 3.2 presenta la caracterizacion fisicoquimica de las muestras
analizadas. La composicion elemental presenta un bajo contenido de carbono
para el bagazo de cana, en comparacion con los residuos de aceite de palma. En
ese sentido, existe una mejor relacién carbono nitrégeno de Raquis y POME en
comparacion con el bagazo, determinando que el déficit nutricional de este
compuesto en los residuos de palma es menor. Los compuestos proteicos

contenidos en el material lignocelulésico con una fuente de carbono disponible de
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facil asimilacion, infiriendo que, a mayor contenido de proteina por kilo, mayor
produccion de biogas se tendria, toda vez que estos compuestos son la fuente de
carbono en la etapa de hidrolisis de la digestién anaerobia. E1 POME, con su
composicion liquida y siendo un residuo propio de la molienda y extraccién de
aceite directa del fruto de palma, contiene lipidos y proteinas arrastrados por el
vapor y compresion del fruto. Es asi como el contenido de celulosa es
aproximadamente cuatro veces menos comparado con el Raquis y 2 veces menos
que el del Bagazo. Sobresale que, debido al bajo contenido de sélidos del POME,
su composicion de hemicelulosa, celulosa esté disuelta, generando mayor
capacidad de digestion anaerobia. En todos los sustratos la proporcién de cenizas
y solidos totales tienen correspondencia, teniendo el bagazo con el mayor
contenido de cenizas debido a ser la fibra estructural de la planta, mientras que
el Raquis hace parte del racimo frutal y el POME un subproducto del extirpado

de fruto.

Los residuos del cultivo de palma de aceite en el norte del pais, a diferencia
mundial no presentan problemas en su balance nutricional C/N respecto a lo
reportado en Indonesia, Tailandia y Malasia para el caso del raquis, en donde la
relaciéon C:N puede llegar a estar del orden de hasta 175.2 : 1 (Chang, 2014;
Chaikitkaew and Kongjan, 2015). Por otro lado, la relaciéon C/N del bagazo posee
el mismo déficit de nitréogeno reportado en todos las variedades de cana de
azucar, lo cual puede influir negativamente en el funcionamiento de la
comunidad microbiana que hace parte de la digestion (Bhadha et al., 2020). Esto
se traduce en una influencia directa en la capacidad de producir enzimas que son
necesarias para la utilizaciéon del carbono, causando una conversién incompleta
del sustrato y menores rendimientos de metano. E1 POME por su parte es un
residuo rico en carbono, que debido a las condiciones en las que se genera, sus
problemas de inhibicién se asocian mas a la acidez y generacién de compuestos
recalcitrantes que requieren un ajuste o codigestion como alternativa de

tratamiento (Chan, Lee and Selvarajoo, 2021).
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Tabla 3.6 Analisis fisicoquimico del sustrato

Balance

Muestra Composicion (%) de analisis Cenizas
C/N
elemental %
N C H S 0 %
Bagazo 0.66 42.03 5.12 - 42.52 63.7:1 90.3 9.01
Raquis 1.47 46.52 5.38 - 40.34 31.65:1 93.7 7.35
POME 2.24 36.48 6.03 - 45.22 16.29:1 89.97 9.40
Proteina Lignina Celulosa Hemicelulosa.

Muestra (g/kg) (g/kg)  (g/kg) (g/kg)
Bagazo 69.66 347.70 185.40 285.00
Raquis 58.38 181.60 331.20 328.60
POME 101.19 206.80 79.80 244.20

% Solidos % Sélidos

Totales
Volatil /
olatiles (p/p) (p/p)
Bagazo 82.63 90.85
Raquis 56.28 60.20

POME 6.10 7.55




La estructura del raquis y el bagazo se debe a la combinacién de lignina y
hemicelulosa que proporciona una vaina protectora alrededor de la celulosa.
Ademas, la lignina no es atacada por enzimas facilmente y protege la celulosa
durante la hidrélisis, por lo tanto, mayores contenidos de lignina implican mayor
dificultad en la degradacién microbiana del raquis y el bagazo en comparacién
con el POME (Yuan et al., 2021). El raquis, aunque tiene sus caracteristicas
balanceadas en Colombia para un buen aprovechamiento, posee una alta
cantidad de lignina, lo que dificulta su digestiéon y por tanto su potencial de
biometano. Una alternativa a esta inhibicion, puede ser la incorporacion de este
residuo en una cadena de valor de aprovechamiento, en donde primero se
extraiga la lignina para su valorizacién y posteriormente se utilice el residuo
lignocelulésico restante como sustrato para la produccion de energia (Amin et al.,

2017).

3.3.2 Evaluacion de fuentes de carbono por parte de BFN

La figura 3.3 presenta la cuantificacién del peso seco del consorcio microbiano,
tanto para el acido acético y la celulosa como fuentes de carbono. Durante los 20
dias de experimento, se tuvo un aumento promedio peso seco del consorcio BFN
de un 21% para la celulosa y de un 15% para el acido acético. Entre el dia 5 y 6
hay un ligero aumento en el crecimiento celular en términos de la variable
cuantificada, y posteriormente se tiende a estabilizar la curva, tendiendo a tener
una pendiente igual a cero, lo que podria estar asociado a la detencién del

crecimiento celular.
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Figura 8 Comportamiento promedio del peso seco (mg/mL) del consorcio BFN usando celulosa
como fuente de carbono (Cuadros en naranja) y Acido Acético (Rombos en azul) en medio RBA.
Lineas representan solamente una tendencia entre datos

La determinacién de la biomasa a partir de una curva de crecimiento permite
establecer la tasa de consumo de microorganismos en un proceso biolégico. A
partir de los resultados obtenidos se obtuvo que el consorcio de microorganismos
fijadores de nitrégeno es capaz de utilizar mas eficientemente la celulosa que el
acido acético en términos del crecimiento celular. Dado que el consorcio BFN con
celulosa produjo un 6% mas de biomasa que el consorcio BFN con acido acético
como fuente de carbono durante el experimento. No obstante, la posible
generacion de metabolitos secundarios de interés ambiental y biotecnologico,
como lo son las auxinas, dan un nuevo enfoque relacionado a la importancia de
la funcionalidad del consorcio en términos de produccién de celulasas e incluso

enzimas xilanoliticas.
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El consumo de las fuentes de carbono (figura 3.4) tiene una tendencia similar
para el caso de la celulosa, en donde entre el dia 5 y 6 hay una disminucién de la
concentracion de esta, tendiendo a estabilizarse. Se infiere que posterior a los 6
dias, las bacterias celuloliticas alcanzaron su maximo crecimiento, teniendo en
cuenta las condiciones del ecosistema del experimento, como lo son temperatura,
pH, tipo y concentracién de nutrientes y atmosfera. Por el contrario, para el acido
acético se encuentra un aumento de materia organica disuelta a lo largo del
experimento, con una ligera tendencia a estabilizarse a partir del dia 9. Este
aumento de materia organica se asocia al ciclo de pérdida de biomasa en el
reactor debido a la inhibicién por consumo de acido acético como fuente de

carbono, dejando material celular en forma de detritos disponible.
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Figura 9 Comportamiento promedio del C’OT (mg/mL) del consorcio BFN usando celulosa como
fuente de carbono (Cuadros en naranja) y Acido Acético (Rombos en azul) en medio RBA. Lineas
representan solamente una tendencia entre datos
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CELULOSA

Figura 10 Comportamiento del consorcio BFN dia 1 (Izquierda) y dia 20 (Derecha)

La figura 3.5 presenta el experimento al inicio y final de operacion, teniendo en
su desarrollo la apariciéon de una tonalidad rosada en ambos experimentos. Esto
se debio a la produccién de auxinas asociadas de un grupo carboxilo y una cadena
lateral acética -CHas. El acido indol-3-acético es un acido monocarboxilico de un
acido acético en el que uno de los hidréogenos metilo ha sido sustituido por un

grupo 1H-indol-3-ilo derivado del triptéfano (Zhao, 2012).

La sintesis de acido indolacético (AIA), principal auxina potencialmente presente
en el consorcio por parte de bacterias fijadoras de nitréogeno esta plenamente
estudiado. Cultivos de cuatro cepas fijadoras de nitrogeno Paenibacillus cineris
TP-1.4, Bacillus megaterium MQ-2.5, Klebsiella pneumoniae OM-17.2, y
Pseudomonas boreopolis CP-18.2 produjeron hasta 93.9 mg/Li de AIA con 6 dias
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de incubacién en medio liquido con fines de promocién del crecimiento vegetal
(Xa, Nghia and Tecimen, 2022). De un total de 180 cepas bacterianas aisladas de
la rizosfera de un cultivo de Amaranto que se sometieron a pruebas de
solubilizacion de fosforo y de fijacion de nitrégeno, se detecté que Pseudomanas
gessardi EU-LWNA-25 y Erwinia rhaponticc EU-B1SP1, aumentaron los
parametros de crecimiento (longitud de brotes/raices y biomasa) y fisioldgicos
(contenido de clorofila, contenido total de azucares, contenido de fenoles y

flavonoides) del mismo tipo de cultivo (Devi et al., 2022)

3.3.3 Determinacion del potencial de produccion de biogas (BMP)

En 1970, en el mundo se producia solo 2 millones de toneladas de aceite de
palma, ahora es 35 veces mayor, produciéndose para 2018 un total de 71 millones
de toneladas y en donde Colombia aporta 1.5 millones de toneladas al ano, siendo
cuatro veces mas que sus competidores regionales Brasil y Ecuador (Ritchie and
Roser, 2021). En promedio, una tonelada de racimos de fruta fresca procesada
(FFB) de palma de aceite genera en términos de residuos un 5% de cascara, un
12% de fibra de mesocarpio, un 23% de EFB y un 60% de POME, lo que equivale
a 0.9 toneladas por racimo de fruta fresca procesada, dado que apenas un 10%
del total del peso se convierte en aceite de palma (Mamimin et al., 2019; Chia et

al., 2020).

La codigestion de residuos fortalece la posibilidad de obtener mejores
desempenos en la produccién de subproductos de valor agregado, balanceando el
contenido nutricional y mineral, los déficit de materia organica y disminuyendo
la inhibicién por productos recalcitrantes (Lettinga et al., 1997; Kasinath et al.,
2021; Panigrahi, Sharma and Dubey, 2022). Adaptar el inéculo a las condiciones
propias del sustrato es otra perspectiva biotecnoldogica abordable y la
combinacion de in6culos una alternativa facil y econémica (van Aarle et al., 2015;

Sun et al., 2018).
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El bagazo de cana es un residuo lignoceluldésico complejo debido a las
caracteristicas fisicoquimicas de las microfibrillas de la pared celular que son
altamente resistentes a la hidrélisis quimica y biolégica debido a su estructura,
en la que las cadenas de celodextrinas estan dispuestas con precision. Como
resultado, existe un fuerte enlace de hidrégeno entre cadenas adyacentes en una
lamina de celulosa e interacciones hidrofébicas mas débiles entre hojas de
celulosa, pero con la presencia de monosacaridos libres (Harmsen et al., 2010).
La fuerte red interconectada de enlaces de hidrégeno hace que la celulosa
cristalina sea resistente a la hidrélisis enzimatica. De este modo, las estructuras
de orden superior a la celulosa en las plantas contribuyen a la recalcitrancia de

la biomasa.

Estas caracteristicas moleculares explican las limitaciones en el rendimiento en
la produccion de biogas cuando se usa como sustrato el bagazo ya que la compleja
naturaleza heterogénea de la biomasa crea limitaciones en la degradacion
enzimatica (Himmel et al., 2007). Aunque en menores proporciones que con los
residuos de palma de aceite, la lignina es uno de los principales contribuyentes
a la recalcitrancia de la biomasa y una de las principales caracteristicas del
sustrato que afecta la conversion enzimatica de la celulosa disponible en el
bagazo. Debido a su revestimiento protector y naturaleza hidréfoba, la lignina
retarda el acceso de la celulosa a las enzimas y a los ataques microbianos, lo que
lleva a baja degradacion de celulosa y hemicelulosa, traduciéndose en posibles
limitaciones para la produccién de biogas (Chaikitkaew, Kongjan, & O-Thong,

2015).

El residuo de cana de azucar fue el primero de los montajes experimentales
realizado en los reactores BMP-Nautilus (Figura 3.6). La mayor produccién de
biogas la tuvieron los montajes que incluyeron la adicién de bacterias fijadoras
de nitrégeno. El montaje con BFN esterilizadas obtuvo la mayor generacion de

biogas, mientras que el que contenia BFN activas se posicioné en segundo lugar.
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Si bien la adicién de materia organica y nutrientes como lo fue con IB + BFNac
aumento6 la produccién de biogas, la actividad biolégica de las BFN también
estuvo por encima del rendimiento del bagazo de cana sin adicion de BFN. El
montaje con celulosa estuvo incluso por encima de los resultados del IB + Bagazo,

lo que puede relacionarse a casos de inhibicién o déficit de nutrientes.

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si el rendimiento de
biogas era diferente para la combinaciéon de un consorcio de microorganismos
fijadores de nitrégeno con lodos de digestiéon anaerobia y bagazo. Se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos con y sin
consorcio de microorganismos fijadores de nitrégeno para la produccién de biogas
con bagazo, determinando que adicionar BFN favoreci6 el proceso. Abordando la
produccién de metano del bagazo de cana, la diferencia significativa entre el
tratamiento IB + BFN + Bagazo contrastado con IB + Bagazo presenta una

diferencia significativa.
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Figura 3.6 Rendimiento de produccion de biogas a partir de bagazo de cana. Se
muestra el rendimiento acumulado promedio de las tres réplicas realizadas para
cada experimento
El Raquis de la palma de aceite no tuvo un comportamiento positivo en términos
de la producciéon de biogas comparado con el IB + celulosa. Su contenido de
azucares simples, celulosa e incluso su contenido proteico, no tuvo una
biodisponilidad debido a la composicién fisica de la fibra en si (Figura 3.7). Toda
vez que las células vegetales de estos racimos estan recubiertas de lignina y
hemicelulosa de dificil degradacion para la posterior liberaciéon de las demas
fuentes de carbono. En ese sentido, se realizé una prueba de Kruskal-Wallis para
determinar si el rendimiento de biogas era diferente para la combinacién de un
consorcio de microorganismos fijadores de nitrégeno con lodos de digestion
anaerobia y raquis. No se encontré una diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos con y sin consorcio de microorganismos fijadores de

nitrégeno para la producciéon de biogas con raquis.
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Figura 3.7 Rendimiento de produccién de biogas a partir de raquis. Se muestra el
rendimiento acumulado promedio de las tres replicas realizadas para cada
experimento
El rendimiento de los residuos lignocelulésicos de palma de aceite puede
explicarse a través de los numerosos mecanismos estructurales y quimicos que
la planta ha desarrollado para revestir mediante complejas estructuras fendlicas
poliméricas el asalto a sus sacaridos y polisacaridos estructurales. Estos
mecanismos recalcitrantes incluyen la cuticula y el tejido epidérmico, la
disposiciéon y la densidad de los haces vasculares, la cantidad relativa de
esclerénquima (tejido de pared gruesa), el grado de lignificacién, la
heterogeneidad estructural y la complejidad de los constituyentes de la pared

celular tales como microfibrillas y polimeros de matriz (Espirito Santo et al.,

2022).

El mayor rendimiento en cuanto a la produccion de biogas lo tuvo el POME con
la adicion del BFN esterilizado, seguido del inéculo con POME y por ultimo del

in6culo mas las bacterias fijadoras de nitrégeno activas (Ver figura 3.8). Por

100



ultimo, se ubicé el inéculo mas celulosa, infiriendo que el contenido de proteina,
acidos organicos, lipidos y azucares propios del POME, son de mayor
degradabilidad que la celulosa o hemicelulosa en este caso. Al agregar materia
organica celular esterilizada, se generé una mayor cantidad de nutrientes y
fuentes de carbono disponibles, prevaleciendo el consumo de estos con respecto

a la celulosa o hemicelulosa de mayor complejidad de degradacion.
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Figura 3.8 Rendimiento de produccién de biogas a partir de POME. Se muestra el
rendimiento acumulado promedio de las tres replicas realizadas para cada
experimento

Se realiz6é una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si el rendimiento de
biogas era diferente para la combinaciéon de un consorcio de microorganismos
fijadores de nitréogeno con lodos de digestién anaerobia y POME. No se encontré

una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos con y sin
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consorcio de microorganismos fijadores de nitrégeno para la produccién de biogas

con raquis.

La tabla 3.3 presenta la produccion de metano en los experimentos de interés en
la actividad biolégica y se muestran los valores de potencial de biogas y los

porcentajes de CH4 y COz2 producidos en cada tratamiento:

Tabla 3.7 Potencial de biogas y porcentaje de gases obtenido en cada uno de los

tratamientos
Sustrato Potencial de Biogas (mL/ gVS) BMP (mLcus/ gVS) % CH4
IB + Bagazo 606.79+ 15.38 364.92 + 5.21 60.14 + 1.43
IB + BFN + Bagazo 1027.05 £ 9.59 633.90 + 48.43 61.72 +£ 7.64
IB + Raquis 384.47 + 11.82 311.42 £ 0.06 81.00 £ 0.02
IB + BFN + Raquis 331.50+1.18 259.07 + 0.88 78.15+0.34
IB + POME 1122.73 + 18.21 785.91 + 39.25 70.00 £ 5.00
IB + BFN + POME 870.699 + 3.33 627.77+ 2.65 72.10 + 4.22

Para el bagazo de cana, hubo un 57.5% mas de biogas producido entre IB +
Bagazo y IB + BFN + Bagazo. Es te resultado estuvo determinado por la
incidencia de la interaccion de BFN en los mecanismos bioquimicos
sustrato/inoculo durante el proceso de producciéon de metano y las etapas previas
en la digestion anaerobia. El porcentaje de metano del biogas es similar al
reportado por estudios realizados bajo condiciones tropicales (Sao Paulo-Brasil
con un 62%) y superior al encontrado en condiciones con estaciones climaticas
definidas (MacKay, Australia con un 53.9%) (Janke et al., 2014; Paulose and
Kaparaju, 2021). Esto sumado que la cantidad de biogas IB + Bagazo generd una
concentraciéon similar a estudios realizados a diferentes residuos
lignocelulésicos, en donde el bagazo de cana obtuvo 376 mLCH4/gVS (Buitron, et
al., 2019). Igualmente, valores similares a bagazos tratados con hidrolisis

enzimatica previamente, en donde su maximo contenido de biogas fue de 378.65

mLCH4/gVS (Zhao, et. al., 2021).
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Segtun los datos reportados en varios articulos, el contenido de metano del biogas
producido a partir de POME se encuentra entre el 55-75% lo que lo convierte en
un residuo adecuado para la produccién de combustible y gas natural a partir de
digestion anaerobia (Firdaus et al., 2017; Chan, Lee and Selvarajoo, 2021). Los
resultados obtenidos para este residuo coinciden con los datos tedricos. Dado que
la degradacion de material organico produce biogas, cuyo volumen depende de la
degradacion de sélidos volatiles presente en cada sustrato y de los nutrientes
disponibles en el medio. Se observé que el enriquecimiento de los medios de
digestion con aumento en la produccién de biogas en el POME y el bagazo, a

pesar de que en POME hubiese estado esterilizado.

Dado el volumen de residuo generado y que es liquido, el POME es el mas
estudiado de los residuos de la industria de palma de aceite. Las investigaciones
llevadas a cabo para la produccién de biogas con este compuesto, se centran en
tasas de dilucion, concentracion indculo sustrato y codigestion. Un estudio
llevado a cabo en Malasia durante 30 dias, obtuvo hasta 1500 mL/ gVS con
POME como sustrato, teniendo una relacién inéculo: sustrato de 60% a 40%
(Noor Khaleeda Mhd Syahri et al., 2022). Los montajes de la presente
investigacion alcanzaron hasta 1122.73 mL/gVS en apenas las dos terceras
partes del tiempo empleado. Con resultados promisorios, es viable pensar en
evaluar la concentracién del sustrato con respecto al inéculo. En Tailandia, se
valoré la dilucién de POME para la produccién de biogas, demostrando que diluir
en un 80% el POME puede lograr hasta 2000 mg CH4/L en 35 dias (Sangsri et
al., 2021). Segun los datos reportados en varios articulos, el contenido de metano
del biogas producido a partir de POME se encuentra entre el 55-75% lo que lo
convierte en un residuo adecuado para la producciéon de combustible y gas
natural a partir de digestiéon anaerobia, aproximandose los resultados de este
experimento a lo reportado por la bibliografia (Firdaus, Prasetyo, Sofyan, &

Siregar, 2017).

103



Si1 bien esta investigacion aborda la evaluacion del POME para la produccion de
biogas, no se debe dejar a un lado que este compuesto es un agua residual de un
proceso productivo y que la meta antes del aprovechamiento de sus
subproductos, es disminuir el impacto ambiental. Para disminuir la emisiéon de
aguas residuales a los cuerpos hidricos, el POME se usa como fertilizante de los
propios suelos de cultivo. Asociado a la lamina de riego del cultivo y
disminuyendo la fertilizacién quimica, se pueden aumentar hasta en un 13% la
cantidad de racimos por palma usando el POME como fertilizante. Todo esto sin
inversiones o desarrollos tecnolégicos para la implementacién de sistemas de
produccion de metano y su transformaciéon en energia. No obstante, es de resaltar
que un molino de aceite de palma con una capacidad de 45 toneladas de racimos
de fruta vacios por hora puede generar entre 0,95y 1,52 MW de electricidad. La
combinacion del digestor de biogas basado en POME y la codigestion de raquis

puede anadir otros 0,93 MW (Hasanudin et al., 2015).

A nivel molecular, los efluentes de la extractora de aceite de palma (POME)
poseen un mayor contenido azucares simples como arabinosa, xilosa, glucosa,
galactosa, manosa, y materiales celulésicos que contienen el aceite del fruto
(Chan, Lee and Selvarajoo, 2021). Sin embargo, segun los sélidos volatiles, el
raquis pudo potencialmente aportar mayor cantidad de materia organica a la
digestion anaerobia. Uno de los factores que pudo incidir drasticamente en los
resultados fue la composicion fisica de las fibras de raquis. La lignina de limitada
degradacién procariota, funciona como un revestimiento protector para
mantener una estructura rigida en las plantas; por lo tanto, abrir su estructura
compacta aumenta la biodegradabilidad (Taherzadeh and Karimi, 2008). Es asi
como, se hace necesaria la deslignificacion para la liberaciéon de celulosa y
hemicelulosa con el fin de lograr una eficiente digestiéon anaerobia del raquis.
Ademas, la ruptura de los enlaces celulosa-hemicelulosa-lignina también puede
ayudar a obtener mayores rendimientos de azicares reductores, en donde desde

una perspectiva de biorrefineria, la lignina y otros subproductos se pueden
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aprovechar (Chia et al., 2020). Por otro lado, requerir un pretratamiento significa
necesitar un input de energia adicional, el cual normalmente es alto, por lo que
la viabilidad de pretratar residuos de raquis para generar biogas demanda una

evaluacion de factibilidad técnico-econdmica detallada.

3.4 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en la determinacion del potencial de biogas
de los sustratos evaluados se evidencié que, la combinacion de consorcios
fijadores de nitrogeno tiene un efecto positivo en la produccion de biogas en el
bagazo de cana. Aunque estadisticamente no hubo diferencias significativas en
los residuos de palma de aceite, es viable explorar la relaciéon sustrato/inéculo y
para concluir si realmente hay o no, diferencias entre adicionar BFN a la
digestion anaerobia. Para todos los montajes la produccion acumulada de biogas
se empezo a estabilizar a partir del dia 10, lo que en términos de un proceso en
batch podria significar la evaluaciéon de la pertinencia de tener los ciclos de

fermentacion hasta dicho dia y la ampliacién

Los resultados de producciéon de biogas de los tratamientos con el consorcio de
microorganismos fijadores de nitrégeno, permite evidenciar que la actividad
enzimatica del consorcio influye positivamente en la produccion de un biogas. La
determinacion de las interacciones microbianas de combinar los dos ecosistemas
biologicos y explorar incluso otro tipo de indculos fijadores de nitrégeno brinda

una linea de investigacion adicional.

A partir del rendimiento de biogas obtenido, es viable pensar en alguna
tecnologia de pretratamiento que contribuya a hidrolizar los compuestos

lignocelulésicos.
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CAPITULO IV EVALUACION DE LA DISMINUCION DE LA
FERTILIZACION QUIMICA NITROGENADA USANDO CONSORCIOS
MICROBIANOS DE DIAZOTROFOS

4.1. Introduccion

En la actualidad, la humanidad tiene como desafio global alcanzar para el ano
2030 los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible -ODS de las Naciones Unidas.
Aunque los ODS estan integrados y asociados entre si, un total de 6 ODS
demandan practicas de produccion, distribuciéon y consumo de alimentos mas
sostenibles (2-Hambre cero; 3-Salud y bienestar; 12-Produccién y consumo
responsable; 13-Accién por el clima; Vida Submarina y 15-Vida en ecosistemas
terrestres). La fertilizacion quimica nitrogenada -FQN ha sido determinante en
la agricultura y en el sostenimiento de la demanda global de alimentos (Stevens,
2019). Sin embargo, la extensiva aplicacién de fertilizantes nitrogenados ha
tenido un considerable impacto ambiental desde su produccion industrial hasta
su uso en cultivos (Myrold, 2021). En promedio un 40% de los fertilizantes
utilizados es realmente aprovechado por las plantas y el porcentaje restante se
pierde a la atmoésfera por evaporacién o denitrificaciéon producto de la irrigacion,
lixiviacién, escorrentia o las lluvias, estos compuestos pueden llegar a acuiferos,
rios y lagos, generando eutrofizacion y alteracién de ecosistemas hipoxicos (Elrys

et al., 2019; Mahmud et al., 2021).

Desde su descubrimiento a finales del siglo XIX, la biofertilizaciéon nitrogenada
a partir de diazétrofos ha sido empleada en diversos tipos de cultivo como
sustituto a las técnicas convencionales de FQN (Sansinenea, 2021). Se conocen
alrededor de 17 géneros con la capacidad de establecer simbiosis con
leguminosas, el género Frankia con plantas actinorricicas y asociaciéon de
cianobacterias con algunas bridfitas, cicadas y eudicotas basales (Mus et al.,
2016; ‘Plant Microbe Symbiosis’, 2020). El uso de bacterias asimbidticas podria

ser ventajoso en tanto que no son especificas a la interaccién con plantas
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especificas. Generalmente, las aplicaciones en suelo se han concentrado a
especies del género Azotobacter y Azospirillum y recientemente se ha despertado
un interés en la evaluacion de bacterias de géneros como Bacillus,
Herbaspirillum y Klebsiella (Liu et al., 2020; Mukherjee et al., 2020; Ogugua et
al., 2018). Con el desarrollo de las ciencias 6micas se ha incrementado la
descripciéon de nuevas especies fijadoras de nitrégeno, asi como las diversas
asociaciones ecolédgicas (Dellagi et al., 2020; Kannepalli et al., 2020). Asi mismo,
las técnicas de bioaumentacién y enriquecimiento bajo condiciones controladas
en bioreactores, favorecen rutas y asociaciones metabdlicas especificas,
seleccionando microorganismos y dando como resultado consorcios microbianos
especializados con utilidad biotecnoldgica (Gutiérrez et al., 2022; Said & Or,

2017; Zhang et al., 2018).

Por otro lado, las comunidades microbianas en el suelo o la rizosfera contribuyen
al crecimiento de las plantas al reciclar nutrientes y ponerlos a disposicién
(Mendes et al., 2013). Diversas interacciones microbianas son responsables de
los procesos ambientales clave, como el ciclo biogeoquimico de nutrientes y
materia, el mantenimiento de la salud de las plantas y la calidad del suelo.
Existen varios grupos de microorganismos beneficiosos de la rizosfera. Las
bacterias que proporcionan beneficios a la planta forman relaciones simbiéticas
con la planta o viven libremente en el suelo y se encuentran cerca o incluso

dentro de las raices (Carrién et al., 2019).

A nivel global, anualmente se producen alrededor de 32.5 millones toneladas de
Aji (Capsicum annuum) siendo China y México los mayores productores, en un
mercado con crecimiento anual del 8% y con una participaciéon de Colombia con
cerca de 29,900 Ton/ano (MinCIT, 2013; Mongkolporn, 2018). No obstante, este
cultivo demanda concentraciones especificas tanto de nutrientes como
micronutrientes con el fin de garantizar caracteristicas especificas tanto en el

fenotipo como de cada variedad (Pinto et al., 2016). El aji, al ser un ingrediente
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de muchos alimentos a nivel mundial demanda practicas de cultivo
ambientalmente sostenibles y una reduccion del uso de agroquimicos. El uso de
biofertilizantes en este cultivo se ha desarrollado principalmente en la
disminucién o reemplazo de las concentraciones de nitrogeno y fosforo usando
cepas puras de microorganismos (Amaresan et al., 2012; Jiménez-Leyva et al.,
2017; Zaidi et al., 2015). El estudio de consorcios microbianos fijadores de
nitrégeno no especificos no ha sido llevado a cabo hasta ahora en el cultivo de aji.
Es por esto que el desarrollo de consorcios microbianos puede mejorar el
crecimiento de las plantas y el rendimiento del cultivo e igualmente contribuiria

a reducir la aplicacién de fertilizantes quimicos al suelo.

En orden de disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados en el cultivo de aji
Cayena (Capsicum annuum L. cv. Cayena), un experimento en campo fue llevado
a cabo. El objetivo principal fue la sustitucién de nitrégeno quimico en el plan
de nutricién de la planta por un consorcio microbiano de diazétrofos previamente

establecido y proveniente de un suelo de un cultivo productivo.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Suelo y planta

El experimento fue llevado a cabo en el departamento Valle del Cauca (Colombia)
a una altura de 957 m.s.n.m. y con un rango de temperatura entre los 21.5°C y
los 28°C. Los montajes se realizaron en materas plasticas con 6 kg de suelo.
Fueron recolectadas 4 muestras de suelos de diferentes regiones cultivadoras de
aji Cayena (La Unién: Si, Palmira: So, Pradera: Ss y Yotoco: Ss). Las muestras
fueron tomadas con un rango de profundidad de 20 cm, tamizadas con un
diametro de poro de 2 cm con el fin de eliminar rocas. Posteriormente se

almacenaron 2 kg de cada muestra para su caracterizacién fisicoquimica.
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Se utilizaron semillas de aji (Capsicum annuum L. cv. Cayena) seleccionadas y
estandarizadas provenientes de la industria productora y exportadora de pasta
de Aji Hugo Restrepo & Cia S.A®. La germinaciéon de las plantas de aji cayena se
realiz6 en alveolos por un periodo de 45 dias, sin ninguna clase de fertilizacién y
posteriormente se trasplantdé una planta en cada matera y se instalé un tutor
para el sostenimiento de la planta durante su crecimiento. Se realizé una
caracterizacion fisicoquimica del suelo (materia organica, cationes, nutrientes,
pH y conductividad) antes y después del experimento. Los analisis se efectuaron

siguiendo las metodologias de los métodos estandarizados (Jackson, 2005).

4.2.2. Diseno experimental

Se dispuso de un experimento factorial completamente al azar con dos factores.
El primer factor fue tipo de suelo (Si, S2, Ss y S4). El segundo factor fue
fertilizacién con tres fertilizaciones. La primera fertilizacion (Fi) fue la dosis
nitrogenada convencional recomendada para el cultivo de aji (2.24 gr/planta); la
segunda fertilizacion (Fg) fue utilizar un 2/3 (66.6%) de fertilizante nitrogenado
y un 1/3 (33.3%) de un consorcio microbiano de diazoétrofos y la tercera
fertilizacion (F's) fue 2/3 (66.6%) consorcio microbiano de diazétrofos y 1/3 (33.3%)
fertilizante nitrogenado. Se tuvo un total de 12 tratamientos con 5 réplicas por
tratamiento, la unidad experimental fue una planta de aji. Las plantas fueron
regadas diariamente mediante un sistema de riego localizado garantizando
capacidad de campo constante. Cantidad de frutos y peso fresco fueron las
variables de respuesta del cultivo, para la posterior estimacion de rendimiento
de cultivo por hectarea de su primera cosecha, la cual se realiz6 a los 90 dias del

sembrado en materas.
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ID de tratamiento Suelo Fertilizacién

T1 La Unién (S1) 0
T2 La Unién (S1) F
T3 La Unién (S1) Fs
T4 Palmira (S2) F.
T5 Palmira (S2) Fe
T6 Palmira (Ss) Fs
T7 Pradera (Ss) F.
T8 Pradera (Ss) Feo
T9 Pradera (Ss) Fs
T10 Yocoto (Ss) F.
T11 Yocoto (Ss) Fe
T12 Yocoto (Ss) Fs

4.2.3. Consorcio microbiano de diazétrofos - CMD

Como primer paso, una muestra de 250 gr de un suelo proveniente de un cultivo
productivo de maiz se pasé a través de un tamiz de 0.95 cm. El segundo paso fue
agregar el suelo a un Erlenmeyer con 1 L de NaCl 8.5% y se agit6 por 12 h (200
RPM) con el fin de desagregar sélidos, disolver materia organica y nutrientes
propios del suelo en la solucion. Posteriormente se dejé sedimentar por 40 min,
se retird el sobrenadante, se tomo el sedimentado y se repitié el segundo paso.
Finalmente, el sedimentado se utilizé como indéculo en un reactor secuencial en
batch (SBR) de 0.75 LL (200 RPM, 30 +2°C y aireacion de 2 vvm). El sustrato del
reactor consistié en medio 441 DSMZ RBA modificado, sin adicién de vitaminas
y con 15.6 g/Li de Sacarosa, 3 g/Li de Glucosa y 1.4 g/L. de Manitol como fuente de
carbono o solucion B (DSMZ, 2007).

El reactor fue operado por 45 dias previo al inicio del experimento en campo y se
mantuvo estable con una concentracion promedio de 1.2 x 108 UFC/mL de BFN.
La concentracion de diazétrofos fue cuantificada en un medio sélido de igual
composicion que el del reactor. Tanto a los suelos como al indéculo se le realizé
cuantificaciéon de enterobacterias con agar Eosina azul de metileno — EMB,
bacterias solubilizadoras de fosfato en medio SMRS, Pseudomonas agar

Cetrimida y bacterias mesofilas con agar nutritivo.
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4.2.4. Plan de nutricion y fertilizacion

De acuerdo con la compania que suministré las semillas de Capsicum annuum
L. cv. Cayena, el plan de nutricion por hectarea recomendado para los suelos del
Valle del Cauca es de 56:65:73 kg de N:P205:K20 respectivamente. La densidad
de siembra es de 25,000 plantas/Ha. Los fertilizantes fueron aplicados
directamente en cada matera mezclado con la lamina de riego una vez por
semana. Nitrogeno se aplicé de forma amoniacal y de nitratos, Fésforo en forma
de Acido Fosférico diluido en agua y Potasio en forma de Sulfato de Potasio. La
cantidad total de N:P205:K20 por planta para Fifue de 2.33 g, 4.69gy 4.17 g
respectivamente. Para el caso de F2 la dosis de N fue de 1.55 g y se agregd 0.33
g de CMB. Para Fs3 se tuvo 0.78 g de N y 0.66 g de CMB. Todos los tratamientos
contaron con 1.19 gde S, 0.42 g de MgO, 0.07 g de Br, 0.03 g de Fe, 2.91 g de CaO
y 0.03 g de Zn.

4.2.5. Analisis estadistico

Para el caso de la comparacion de los tipos de suelo con el tipo de tratamiento y
su respectivo rendimiento los datos se sometieron al analisis de varianza -
ANOVA (<0.05) y las medias se compararon mediante la técnica de rangos

multiples de Duncan. Todos los datos del estudio fueron analizados en el

software SPSS XXVI IBM.
4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Inéculo

La tabla 4.1 muestra la composicién inicial de bacterias para cada suelo e

1no6culo.
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Tabla 4.8 Caracterizacion bacteriana suelos e inéculo
CMD S1 So Ss Sy
Bacterias mesoéfilas (UFC/g) 1.00X 107 1.30X 107 2.80X 107 1.30X 107 1.10X 107

Bacterias solubilizadoras de . . . . 6
fosforo (UFClg) 2. 70X 107 1.10X 107 1.40X 107 1.10X 107" 1.60X 10

Enterobacterias (UFC/g) 580X 106 2.50X 106 2.60X 108 2.50X 106 5.50 X 105
Pseudomonas (UFC/g) 6.00 X104 1.00X 103 1.00X 103 1.00X 103 1.00X 103
Diazétrofos (UFC/g) 1.20 X 108 2.80 X 10¢ 2.05 X 10¢ 2.90 X 10¢ 2.20 X 10¢

CMD: Consorcio Microbiano de Diazétrofos; S1: La Unién; So: Palmira; Ss: Pradera; S4: Yotoco.

De acuerdo con la tabla 1, los cuatro suelos tienen una composicion microbiana
similar, en donde si se encuentran diferencias es en el CMD a utilizar, el cual
cuenta con mayores concentraciones de diazodtrofos, bacterias solubilizadoras de
féosforo y pseudomonas, todas estas asociadas a las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPR). El uso de un consorcio microbiano como
biofertilizante aporta microorganismos con diferentes grupos funcionales con
diferentes capacidades como la promocién del crecimiento vegetal, solubilizacion
de nutrientes en el suelo y el aporte de agentes de biocontrol, como algunas
especies de pseudomonas y bacillus (Chauhan et al., 2015). Adicionalmente, el
proceso de enriquecimiento del consorcio microbiano mantuvo las relaciones
entre taxones al nivel de reino, al no eliminar protozoos, hongos, levaduras,
algas, arqueas o rotiferos presentes en el inéculo, lo que podria clasificar el
biofertilizante como un consorcio microbiano de “interreinos”’, aportando
robustez y capacidad de mitigacion de condiciones de estrés exterior en la

adaptacion al ecosistema (Zhang et al., 2018).

El CMD es un conjunto de microorganismos PGPR, estos microorganismos
realizan una contribucién mas alla de fijar nitrégeno al medio, ya que aportan
beneficios directos o indirectos al cultivo. La influencia directa incluye la fijacién
biologica de nitréogeno y liberacion de fosfato y algunos micronutrientes asociados
por parte de bacterias asociadas al género Bacillus, la producciéon de auxinas
como el acido indolacético (AIA) y otras fitohormonas como acido giberélico

(GA3), citoquinina, acido abscisico (ABA) y ACC-desaminasa, la cual reduce el
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nivel de etileno en las raices (Bhatt & Maheshwari, 2020; Santoyo et al., 2021).
Los efectos indirectos estan asociados a modificaciones en la rizodsfera,
previniendo o mitigando la accién de fitopatogenos mediante la liberacién de
sustancias como sideréforos, B-1, 3-glucanasas, quitinasas, antibiéticos, quorum
sensing (QS), pigmentos fluorescentes y cianidas (Bhattacharyya & Jha, 2012;
Bukhat et al., 2020; A. Kumar et al., 2019).

4.3.2. Experimento en campo

El nimero de frutos por planta durante la cosecha se presentan en la Figura 4.1.
T2 tuvo la mayor produccion con un promedio de 14,8 frutos, teniendo diferencias
estadisticamente significativas con todos los tratamientos, salvo con T4 (11,4
frutos) y con Tsy T11 (12,8 y 12,2 frutos, respectivamente), estos dos ultimos con
los que compartia el mismo tipo de biofertilizacion (F2. La biofertilizacion Fa tuvo
un desempeno con una diferencia estadisticamente significativa con respecto a
Fi en tres de los cuatro suelos, siendo S2 el tinico suelo en donde F; fue superior
a los tratamientos con biofertilizacién. Fs es similar en produccién de frutos de
F1en todos los suelos salvo Sz en donde existe una diferencia estadisticamente

significativa entre ambos tratamientos.
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Figura 4.1. Numero de frutos por planta para cada tratamiento.

Fi: Fertilizacion nitrogenada convencional, Fa: 66.6% de fertilizante nitrogenado y un
33.3% de un consorcio microbiano fijador de nitrogeno y Fs. 66.6% consorcio
microbiano fijador de nitrégeno y 33.3% fertilizante nitrogenado. Letras diferentes
sobre las barras indican una diferencia significativa p<0.05 de acuerdo con la prueba
multirangos de Duncan.

S1 se compara el tipo de fertilizaciéon indistintamente del tipo de suelo, los
tratamientos que usaron CMD como biofertilizante tuvieron una mayor
produccion de frutos. La fertilizacion F2 es la mas eficiente en la producciéon de
frutos con un promedio de 11.9 frutos, teniendo diferencias estadisticamente
significativas tanto con Fi (9 frutos) y F3 (8.7 frutos). Estas dos tltimas no
presentan diferencias significativas (Ver Tabla 4.2). Un estudio realizado con
una variedad de Aji Cayena en el suelo del municipio de Palmira (S2) alcanzé
una produccién de 10 frutos por planta con un plan de fertilizacién quimica a los
107 dias después de la siembra (Martinez, 2015). Este valor esta por encima de

la produccién promedio del suelo Sz y debajo de los 11.9 frutos promedio del

tratamiento Fe.
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Tabla 4.9 Rendimiento promedio en cantidad de frutos y peso por suelo y tipo de

fertilizacion
Suelo (flfl‘:gso) Peso (g) Fertilizacién (Iﬁ;‘:li‘i ) Peso(®
Si 11,5 192,5) Fi 9,02 166,5)
Ss 8,22 132,10 Fs 11,9 191,3
Ss 9,50 149,14 F; 8,7 121,50
S 10,14 174,9%

Si: La Unioén, Sz: Palmira, S3: Pradera, Ss4: Yotoco. F1: Fertilizacion nitrogenada
convencional, F2: 66.6% de fertilizante nitrogenado y un 33.3% de un consorcio
microbiano fijador de nitrégeno y Fs3. 66.6% consorcio microbiano fijador de
nitrogeno y 33.3% fertilizante nitrogenado. Letras diferentes en cada valor indican
una diferencia significativa p<0.05 de acuerdo con la prueba multirango de Duncan
para cada variable de respuesta.

Comparando cada tipo de suelo, T2 presenté un 26% mas de peso promedio en
sus frutos que T: y para Tsun 53% mas de peso que T7, valores superiores a
estudios realizados con una variedad de pimiento dulce (Capsicum annuum L.)
y reemplazando el 20% del total de la dosis de fertilizacién nitrogenada con
Bacillus siamensis, el cual tuvo un rendimiento en la producciéon de pimientos
30% por encima de la fertilizacion convencional (Pastor-Bueis et al., 2017).
Consorcios microbianos con una mezcla de Phosphorein® (un biofertelizante de
fosforo que contiene disolventes de fosfato y bacterias solubilizadoras de silicato),
Potassiumage® (Bacterias solubilizadoras de potasio) y Rhizobacterin® (un
biofertelizante nitrogenado que contiene bacterias fijadoras de nitrégeno como
Azotobacter) reemplazé un 25% de todo el plan de fertilizacién quimico. Este

estudio logré obtener un rendimiento igual al de la fertilizacion quimica

convencional durante dos temporadas de cosecha (Ahmed et al., 2013).

El uso de biofertilizantes puede llegar a igualar el costo econémico del uso de
fertilizantes quimicos, sin embargo su aplicacién constante tiene beneficios
medioambientales como la disminucién de emisiéon de gases efecto invernadero y
beneficio para el cultivo en si como la movilizacién e intercambio de nutrientes,
mejora la estructura y contenido de materia organica del suelo y se promueve el

crecimiento de las raices, promueve el desarrollo de asociaciones micorricicas, lo
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que aumenta la disponibilidad de fésforo (P) en el suelo y ayuda a eliminar las
enfermedades plantares y proporciona un suministro continuo de

micronutrientes al suelo (Sansinenea, 2021).
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Figura 4.3. Peso (g) por planta promedio para cada suelo
Fi1: Fertilizacion nitrogenada convencional, Fa: 66.6% de fertilizante nitrogenado y un
33.3% de un consorcio microbiano fijador de nitrégeno y F3. 66.6% consorcio
microbiano fijador de nitrégeno y 33.3% fertilizante nitrogenado. Letras diferentes
sobre las barras indican una diferencia significativa p<0.05 de acuerdo con la prueba
multirango de Duncan
La prevalencia de interacciones positivas (comensalismo o mutualismo) entre
miembros microbianos de un cultivo mixto o consorcio microbiano puede mejorar
significativamente el resultado de un bioproceso, en este caso la biofertilizacion,
asegurando su aplicacion industrial y estabilidad a largo plazo (Ghosh et al.,
2016). De acuerdo con el concepto de un potencial adaptativo mejorado postulado
para los MCP, se registr6 una clara ventaja en comparacién con los inoculantes
de cepa unica en el sistema de producciéon de tomate con riego por goteo en el
desierto de Negev, expuesto a diversos desafios ambientales, como altas

temperaturas, limitaciones en la disponibilidad de agua, baja fertilidad y alto pH
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del suelo. Los resultados apoyan la hipétesis de que el uso de microbios. Los
consorcios pueden aumentar la eficiencia y reproducibilidad de las estrategias
asistidas por BS para la produccion de cultivos, particularmente en condiciones

ambientales desafiantes.

Los suelos de Palmira y Yotoco sufrieron la enfermedad de nudo de raiz. Esta
enfermedad es causada por la infeccién radicular de nematodos del género
Meloidogyne spp., 1la cual primero se manifiesta en la hipertrofia e hiperplastia
de los tejidos radiculares donde se hospeda el nematodo y posteriormente a con
pérdida de hojas, disminucién en el peso y cantidad de frutos (S. Kumar et al.,
2006). Para S2 como se observa en la figura 4.4, a medida que se cambia
fertilizante quimico nitrogenado por CMD la progresiéon de la enfermedad
disminuye y el sistema radicular comienza a presentar la prolongaciéon de raices
secundarias de mayor volumen. En Yotoco (S4), el uso de CMD como
biofertilizante evit6 la colonizacion del Meloidogyne spp. en ambos tratamientos
con CMD, logrando que ambos tratamientos obtuvieran mayor cantidad de frutos
y no tuvieran diferencias significativas en el peso de cada tratamiento. Los
nematicidas por excelencia han sido los compuestos del grupo de los carbamatos,
como el Carbaril, Aldicarb, Methomilo, Carbofuran, and Propoxur, los cuales han
sido prohibidos en muchos paises por su alto nivel de toxicidad tanto para

humanos como para el medio ambiente (Kim et al., 2016; Noyes et al., 2009).
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Figura 4.4. Raices postcosecha de aji cultivado en cada tipo de suelo.

Si: La Unién, Sz: Palmira, S3: Pradera, Ss: Yotoco. Fi: Fertilizacion nitrogenada
convencional, Fz: 66.6% de fertilizante nitrogenado y un 33.3% de un consorcio
microbiano fijador de nitrégeno y F3: 66.6% consorcio microbiano fijador de nitrégeno
y 33.3% fertilizante nitrogenado.

El monocultivo intensivo de plantas de la familia Solanaceas como el aji, la
berenjena y el tomate favorecen el establecimiento de poblaciones de ciertos
patogenos de plantas, lo que se puede disminuir con una rotacién continua de
cultivos (Mamphogoro et al., 2020). Asi mismo, el uso de microorganismos sea
bien como fertilizante o plaguicida se ha comprobado que tiene efectos similares
a los obtenidos en este estudio. El uso de una concentracion de 2 x 108 de P.
aeruginosa en un cultivo de Chile (Capsicum annuum) redujo hasta en un 71%
el crecimiento de la segunda fase de estado larval de Meloidogyne incognita e
igualmente su eclosion de huevos hasta 48 horas después de la inoculaciéon de la
bacteria (Abuzar, 2013). Estudios para la evaluaciéon de la efectividad de
bacterias para el control de nematodos demuestran que la asociaciéon de
diferentes géneros de bacterias es la opcion mas viable para la supresiéon de la
infestacién en raices (Ezziyyani et al., 2007). Igualmente, microorganismos
promotores de crecimiento como cepas del género Streptomyces spp., poseen

capacidades antibidticas por la producciéon de metabolitos secundarios complejos

como la estreptomicina y neomicina (Lu et al., 2017).

Una dosis de 1x108 UFC de las cepas KPS-E004 y KPS- A032 de Streptomyces

spp. en un cultivo de Capsicum frutescens L. redujo hasta 3.5 veces la infestacién
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en las raices por parte de M. incognita, comparado con el uso de las cepas por
aparte. La biofertilizacion aplicada en Sz y S4 semanalmente en este estudio
suprimié la infestacién de raices, suprimiendo la concentracién de nematodos
que puede estar asociada a la sintetizacion de metabolitos secundarios complejos
que produjeron una inhibicion, toxicidad o patogenicidad de las bacterias sobre
los huevos o en una fase temprana de crecimiento de Meloidogyne spp.
Recientemente, (Topalovi¢ et al.,, 2019) descubrieron que cepas de
Microbacterium, Sphingopyxis, Brevundimonas, Acinetobacter, y Micrococcus
colonizan la capa superficial de la cuticula flexible de Meloidogyne hapla durante
su etapa infectiva, disminuyendo su movilidad y eclosién de huevos generando
mortalidad. Ecolégicamente, la interacciéon negativa entre el nematodo residente
en el suelo con los microorganismos inoculados como CMD podria considerarse
amensalismo. El parasito preexistente en el suelo actiia como huésped de un
conjunto de microorganismos que no obtienen beneficio de este, pero si la

presencia de los microorganismos perjudica al nematodo.

4.4. Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran una opcidén biotecnoldgica a la
fertilizaciéon nitrogenada convencional al reemplazar un porcentaje del plan
nutricional del nitrégeno, por un consorcio microbiano de diazétrofos. Existen
ventajas en términos de sostenibilidad ambiental, rendimiento del cultivo y un
potencial control de plagas. Al usar el consorcio en combinacién con el fertilizante
quimico no solo se iguald, sino que se superé la producciéon de frutos,
evidenciando que el efecto de los microorganismos es en aporte de nitrégeno y
adicionalmente en mejoramiento del suelo y el ecosistema microbiano al
aportarse metabolitos secundarios como las hormonas promotoras de
crecimiento con efectos integrales para el desarrollo y proteccién de las plantas,
efecto que no logra la fertilizacién nitrogenada por si misma. Esto representa

una ventaja a los biofertilizantes existentes en el mercado, cuyo ingrediente
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activo con frecuencia es un solo microrganismo, evaluado solamente para una
funcion particular. Finalmente, la alternativa de fertilizacion complementaria
funcioné para 3 de los 4 suelos evaluados, mostrando un potencial de aplicacién

amplio para suelos en el Valle del Cauca en el cultivo producto de investigacion.
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CAPITULO V CONCLUSIONES GENERALES Y TRABAJOS FUTUROS

Hoy en dia la fijacién antropogénica de nitrégeno es una problematica ambiental
en segundo plano. Los focos estan sobre los impactos de los gases asociados al
calentamiento global por la quema de combustibles fésiles, lo que convierte a la
sobre disponibilidad de nutrientes en ecosistemas acuaticos y suelos en un tema
irrelevante. Por ejemplo, para el caso latinoamericano, las politicas en materia
normativa estan aun tratando de cubrir las remociones, tratamientos y
reduccion de impactos de compuestos organicos provenientes de las aguas
residuales, mientras que la eutrofizacion de rios, humedales y océanos sufren

cambios irreversibles.

Desarrollar una estrategia capaz de dirigir un consorcio microbiano a que su
principal fuente de nitrégeno sea aquella capaz de ser fijada por un conjunto de
bacterias fijadoras de nitrégeno, es una herramienta prometedora para
diferentes alternativas biotecnoldgicas a evaluar. El capitulo II presenté un
desarrollo con una estrategia previamente validada a nivel de maestria, para el
crecimiento de bacterias fijadoras de nitréogeno heterétrofas y aerobias. Esta
estrategia debe ser llevada a un nivel superior de investigacion con la evaluacion
de crecimiento de consorcios microbianos en flujo continuo y con tasas de

alimentacién diferentes a las de los medios de cultivo estandar.

Con la evaluacion de sustratos sélidos como los suelos o liquidos como los lodos
de las aguas residuales, es posible plantear que a partir de cualquier ecosistema
natural o construido, se puede obtener un indéculo base para la generacion de
consorcios microbianos con la capacidad de fijar nitrégeno. Esta estrategia de
bioprospeccion puede ser usada para abordar problematicas como la pérdida de
biodiversidad en suelos con vocacion agricola. Un ejemplo interesante de

bioprospeccion en este campo es generar consorcios microbianos con inéculos de
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manglares de las costas Colombianas, en donde una vez establecido dicho
consorcio, sea evaluado en suelos con altas concentraciones de salinidad,
aprovechando la presencia de microorganismos haléfilos en el inéculo original.
Otra posibilidad seria enriquecer el suelo con su mismo indculo, generando

consorcios en reactores y reinyectando al suelo.

El capitulo III presentdé una aproximaciéon a una idea con un alto potencial de
desarrollo. La degradacion de celulosa por via anaerobia de consorcios
microbianos fijadores de nitrogeno y la produccion de fitohormonas del grupo de
las auxinas. Es una alternativa sostenible pensar en la generacién de
fitohormonas a partir de residuos agroindustriales. El acido acético es econémico
e 1ncluso puede ser producido a partir de los mismos residuos mediante
fermentacion acética del alcohol. Dicha fuente de carbono puede ser aprovechada
por un consorcio para producir fitohormonas en campo que reduzcan el consumo

de agroquimicos.

Otra posible investigacion en este campo va mas alla de generar biogas a partir
de los residuos agroindustriales. Generar metabolitos intermedios de la digestion
anaerobia como los acidos grasos y a partir de ellos evaluar la produccion de otras
auxinas como el acido indol-3-butirico,capaz de fortalecer el tejido radicular en

plantas es una prometedora linea de investigacion.

Igualmente, no se puede dejar a un lado profundizar en la produccién de biogas.
Existen diversos residuos agroindustriales con potencial de aprovechamiento y
con un déficit nutricional que puede ser suplido por la adicién de consorcios
microbianos fijadores de nitrégeno. Si bien hay limitaciones en la disponibilidad
de fuentes de carbono por la composicién propia de los residuos lignocelulésicos,
alternativas de hidrélisis quimica previa a la digestion anaerobia es una

posibilidad plenamente validada.
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Por otro lado, el capitulo IV mostré una aplicaciéon a escala real con uno de los
cultivos de mayor demanda en el mercado internacional producido en el Valle
del Cauca. El aji presenta retos interesantes debido a su alta demanda
nutricional y aun asi hay resultados prometedores. Es muy viable realizar
experimentos de este tipo en otro tipo de cultivos locales como la misma cana de
azucar o la palma de aceite africana y contemplar los consorcios microbianos

fijadores de nitréogeno como biofertilizantes.

Ya como conclusiéon global y con una perspectiva integral, vemos que los
resultados de cada capitulo son perfectamente etapas de un modelo de
biorrefineria agroindustrial. El cual disminuiria las entradas de nutrientes por
la propia producciéon de nitrégeno in situ para la valorizacién de residuos,
potenciaria la generacion de energias alternativas o sustratos para la generacion
de biofertilizantes y apuntaria a cultivos mas sostenibles con nutrientes fijados

en campo, disminuyendo la huella de carbono y nitrégeno.
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