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CAPITULO I: Introduccion

El uso de microorganismos para la remediacion tarrgento como solucién a problemas de
contaminaciéon ambiental, es cada vez una de laBr@gx mas viables tanto técnica como
econOmicamente. Entre las cuales esta la aplica@dmacterias u hongos como promotores de

crecimiento vegetal y facilitadores de la dispdsiaie los nutrientes esenciales para las plantas.

Estos microorganismos son capaces de estableaemrsesaelo, aportando benéficamente en el
ciclo del fosforo u otros requerimientos nutriciasa transformando sus formas no asimilables
en asimilables para las plantas, generando a larpaontrol biolégico y aportando para que los

suelos no sufran la degradacion por la aplicac&prdductos quimicos como fertilizantes.

En el Ecuador, las actividades agricolas son de grgortancia economica, el 47.5% del
territorio nacional son suelos agricolas, se estimede 12% de ellos recibe fertilizantes u otros
productos quimicos durante el crecimiento de Id8vos en general (Simbafia, 2010). Con el
transcurso del tiempo, la aplicacion de dichos petms ha producido erosion, peérdida de
nutrientes disponibles para las plantas, salinfiraein el suelo, etc., dejandolo no apto para la
agricultura o infértil. La calidad de los suelosgal cultivo de flores se evalla principalmente
bajo parametros de fertilidad que involucra propds fisicas como la textura y propiedades
quimicas mas importantes como: pH, conductividaaseb totales, contenido de carbono
organico, nitrégeno total, fésforo, acidez, alddia, salinidad y la relacion de absorcién de
sodio. Ademas cuanta también la presencia de mgaosmos que cumplen funciones
determinantes en la transformacion de los compesenitganicos e inorganicos en elementos
nutricionales que pueden absorber las plantas f)Va@810). En base a estos parametros las
floricolas pueden evaluar la fertilidad de sus @siey asi determinar cuales son los
requerimientos para sustentarlos, ya sea con piaglgaimicos que no es lo recomendable o con
productos biolégicos que son de menor costo y mafemtividad. Esta floricola en Tabacundo
realiza este “Asesoramiento para la fertilidad’d#es| afio de 1999, publicado por el Ministerio
de Agricultura Holandés, que ha sido optimizadamrperiodo de cultivo y régimen climatico

del Ecuador. Los estandares son:



Tabla 1.: Parametros para control fertilidad suelo floriebla

Valores Referencia para fertilidad del suelo
Conductividad (mS/cm 1.0
pH 6-7
K (ppm) 59
Ca (ppm) 70
Mg(ppm) 29
P (ppm) 4.6
Fe (ppb) 558
Mn (ppb) 110
Zn (ppb) 131
B (ppb) 162
Cu (ppb) 13
Mo (ppb) 19

En toda Latinoamérica se han publicado trabajosiel@® identifican especies de bacterias y
hongos que al inocularse en el suelo facilitandpahibilidad de nutrientes como el nitrdgeno, el

fosforo, el sodio etc., ayudan con el control d®genos y mejoran el crecimiento vegetal. El

fésforo es un nutriente que generalmente es pdablegero muy importante, se requiere de 10
a 30 kg por hectarea para cultivos. Cuando seaapfartilizantes fosfatados estos se acumulan y
afectan al fosforo ya presente en el suelo porgoveopan cambios de pH. Para el sector agricola
la compra de fertilizantes fosfatados representiageentre 2 y 3 veces mas que para otros
fertilizantes (Simbafia, 2010).

Por esto, esta investigacion se planteé como wbjeti aislamiento, seleccién y estudios
cinéticos de microorganismos solubilizadores déofosbajo ciertos parametros. Es necesario el
disefio del medio para el crecimiento selectivo dg microorganismos requeridos, para
seleccionarlos se medira cuantitativamente el fos$olubilizado por cada cepa por el método

Murphy y Riley y la determinacion de la biomasauyas de crecimiento por el peso seco.

*Nota: No se cita el nombre del laboratorio quepargiond la informacion debido a politicas de cdeficialidad
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Aislar, seleccionar vy realizar estudios cinétideslas mejores cepas de microorganismos autdctonos

solubilizadoras de fosforo insoluble en suelosmkefloricola (Tabacundo).

1.1.2 Objetivos Especificos

= Aislar microorganismos autéctonos solubilizadatesésforo de los suelos.
= Seleccionar las mejores cepas de microorganisnostanos solubilizadores de fésforo.

= Determinar los tiempos de retencion realizando y@ssde cinética de las mejores cepas

seleccionadas como solubilizadoras de fosforo.

= Determinar los parametros criticos (pH, T°, hurdeaéc.), para la biosolubilizacion de

fésforo insoluble en suelos.

1.2 Hipotesis de la Investigacion

» Hipotesis Nula:

Los métodos disefiados para el aislamiento y |odnpetros de seleccion utilizados no permiten
aislar y seleccionar las mejores cepas solubilizedde fosforo insoluble a partir de suelos de

una floricola (Tabacundo).



* Hipotesis Alternativa:

Los métodos disefiados para el aislamiento y lodnpetros de seleccion utilizados permiten
aislar y seleccionar las mejores cepas solubilizedde fosforo insoluble a partir de suelos de

una floricola (Tabacundo).

1.3 Variables de la Investigacion

1.3.1 Variable independiente

Métodos de aislamiento y parametros de selecciormibeoorganismos solubilizadores de

fosforo.

1.3.2 Variable dependiente

Las mejores cepas de microorganismos solubilizadbedgosforo.
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CAPITULO II: Marco Teorico

2.1 Fundamento Tedrico

2.1.1 Generalidades de los suelos

El suelo su refiere a un material exterior, form@do cinco componentes principales: materia
organica, materia mineral, agua, aire y organismivss que se desarrollan conjuntamente en
varios ciclos. La cantidad de cada uno de estogponentes no es la misma en todos los suelos,
sino que varia con su localizaciéon. Las cantidadkesnateria organica y materia mineral que
forma parte del suelo son relativamente fijas erdeterminado lugar, las porciones de agua y
aire varian mas frecuentemente. La materia orgastta ocupa del 3% al 6% y la porcion
viviente apenas el 1% siendo esta la porcion eslkepara la produccion de cultivos y fertilidad
del suelo. Para el desarrollo de los microorgansseroel suelo, el medio ambiente es Unico en
diferentes aspectos; es uno de los sitios mas dinamara la interaccion entre microorganismos
y con la naturaleza. Parte de estos procesos secankidad de reacciones bioquimicas que
descomponen la materia orgénica, la intemperizad&as rocas y nutricion de los cultivos
agricolas. También los compuestos inorganicos riemm notable efecto sobre los
microorganismos especialmente por la influencidaedisponibilidad de nutrientes, aireacion y
retencion de agua. (Alexander, 1987). Todas estasteristicas también son tomadas en cuenta
para el desarrollo de los microorganismos y lofosicle nutrientes que estos desempefian. El
conocimiento de los suelos y de sus factores darmacion es fundamental, pues nos permitira
actuar de manera que se mejore el uso del mismaypmmendimiento agricola. El estudio del

suelo debe permitir:

» Caracterizar: areas cultivables
* Incrementar: productividad y rendimiento de culsivo
* Prevenir: degradacion del suelo

» Proteger: preservar calidad del suelo (Sarat., 2006).
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2.1.2 Generalidades del fosforo en el suelo

Para poder determinar la fertiidad de un suelodsbe analizar la interaccion de las

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicasausndo se encuentran equilibradas proporcionan
un medio adecuado para el desarrollo y crecimidattas plantas. No todas las condiciones son
adecuadas en los suelos, y en nuestro pais uaa dezbnes de estudio de fertilidad de los suelos
es la disponibilidad del fosforo. Este element@igina de la descomposicion de la roca madre
durante el proceso de la meteorizacion, solo reptasel 0,1% de la corteza terrestre,

diferenciandose su contenido en rocas primitivaedimentarias en poca concentracion de las

rocas volcanicas de altas concentraciones (Nav20fR).

El fosforo se encuentra en el suelo, plantas yaarganismos en cierto nimero de compuestos
organicos e inorganicos. Después del nitrégene) segundo nutriente mas requerido tanto por
plantas como microorganismos. La funcion fisiolégite este elemento radica principalmente en
la acumulacion y liberacibn de energia durante etabolismo celular. Es un elemento
fundamental para la nutricién de las plantas, g@®sidera uno de los parametros quimicos mas
importantes para determinar la fertilidad de urdcugel contenido total de fosforo del suelo una
porcion que oscila entre 0.03 a 0.3 mg/L se encaemt solucion, por lo cual este nutriente debe
ser reemplazado varias veces desde las fracciabdesl del suelo para asegurar la Optima
nutricion de los vegetales. Cuando un suelo esparae suministrar este elemento debe ser
adicionado externamente para cubrir los requeritogede los vegetales en forma de fertilizantes
quimicos o0 puede ser incorporado como hojarascadu@s vegetales o restos animales
(Alexander, 1987 y Valenzuek. al., 2002).Puede presentarse en forma de fosforo organico e
inorgénico, casi siempre predominante excepto efoswdonde hay altas concentraciones de
materia organica, ademas la presencia de esta®mioas depende de si son suelos jovenes en
zonas de poca lluvia. En los suelos cultivadosidded que poco de este elemento se pierde por
lixiviacion, y de que las eliminaciones por cosectsmn generalmente pequefas, tiende a

acumularse en las capas superfici@dsvarro, 2003).
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Tabla 2.: Compuestos mas comunes de fosforo en el suelo

Compuestos que contienen calcio Compuestos que denen aluminio y hierro
Fldor apatito: (PQ).Cas.F.Ca Variscita: PGAIL.2H,0
Carbonato apatito: (PRCa;.COsCa Stremgita: PgFe.2H0
Hidroxi-apatito: (PQ),Ca;.Ca(OH) Vivianita: (PQ),Fe;.8H,0
Oxi-apatito: (PQ),Ca.CaO Dufrenita: P@Fe,(OH);
Fosfato tricalcico: (P9.Ca Wavellita: (PQ),Al3(OH)3.5H,0
Fosfato bicélcico: PgHCa.2HO Taranakita: (PQsHsAlIsK3.18HO
Fosfato monocalcico: (P#,).Ca.HO

Fuente: Navarro, 2003

Dentro de los compuestos que contienen calciduet-apatito es el mas insoluble del grupo, es
decir que es la forma menos aprovechable; miemfuaslos fosfatos mono y dicélcico son
facilmente asimilables, el problema surge cuandosesompuestos se encuentran en minimas
cantidades, y pueden transformarse facilmente erpgestos insolubles y por consiguiente no
asimilables. Los compuestos que contienen aluminibierro son fosfatos hidroxilados

insolubles y estable en suelos acidos (Navarro3)200

Los cultivos contienen aproximadamente entre us%.a 0,50% de fosforo en sus tejidos, en las
plantas puede estar presente como fitina, fosflii acidos nucléicos, azucares fosforilados,
coenzimas y compuestos relacionados; en otra foner@dos comun como vacuolas y sustancias
amortiguadoras internas como ortofosfato inorggnmar lo que el fosforo se destaca del

nitrdgeno o el azufre en cuanto a la importancia pacrecimiento vegetal (Navarro, 2003).

En composicion total en el suelo, el fosforo orgaraspecificamente representa del 15 al 85%, la
mayoria de veces esta relacionada con la profuddideentras mas profundidad aumenta en los
horizontes inferiores. Por otro lado estan los mailes con las formas inorganicas, los fosfatos
insolubles de calcio, hierro o aluminio. Las salescalcio predominan en condiciones neutras o

alcalinas mientras que las sales de hierro y alionein acidas (Alexander, 1987).
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2.1.2.1 Formas del fosforo

Mientras que para el carbono, nitrégeno y azufreesesita intercambios de ida y vuelta con la
atmosfera, el fésforo solo lo hace en condiciondsemas. La mayor parte del fosforo es
depositado en las rocas y en el suelo, una velegee al mar se pierde definitivamente, por lo
que los depdsitos o fuentes de fosforo mas satsirada los sedimentos marinos En los
ambientes terrestres este elemento esta presentiveesas formas y concentraciones y
generalmente se lo clasifica de acuerdo a su eardcbrganico u organico; o de acuerdo a su

disponibilidad. Se describen sus caracteristiaaslgs a continuacion (Sanzano, 2003).

2.1.2.1.1 Fésforo inorganico

En la mayoria de los suelos es el predominantensgentra presente del 50% al 75% del fosforo
total. Puede estar en forma de iones fosfa®Q4d en suelos con niveles de pH inferiores a 7,2
(suelos &cidos) y el HR® en suelos con pH superiores a 7,2 (suelos alsJieste se reparte
entre la fase acuosa y solida del suelo, donda@eeatra adsorbido en la superficie del complejo
hamico-arcilloso, de coloides de Oxido de hierraalyminio y de algunos carbonatos. La
solubilidad de los complejos Al-P y Fe-P disminayéncrementar el pH, la mas alta solubilidad
a pH bajo se debe a la accion &cida de disolutiés principales formas de foésforo inorganico
se muestran en la Tabla 3. La abundancia relatveada uno de estos compuestos variara de

acuerdo al origen del suelo, a los niveles de @abeganica y al pH (Sanzano, 2003).
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Tabla 3.: Principales formas de fésforo inorganico en elsue

Tipo de Fosfato Denominacion Composicion Caractettisas
Hidroxipatita 3Ca(PO4)%.Ca(OH) | Mayor abundancia
Oxipatita 3Ca(P®.Ca0
Fluorapatita 3C4APQOy).Cak, Mayor abundancia
Fosfatos de Calcio| Carbonatoapatita 3g®@0y).CaCQ
Fosfato tricalcico 3Ca(P®
Fosfato bicélcico CaHPO Mayor solubilidad
Fosfato monocalcicg CatROy), Mayor solubilidad
Fosfatos de Hierro Vivianita Fe(PQ).810
Estrengita FeP£2H,0
Fosfatos de Aluminic Variscita AIPQ.2H,0O

Fuente: Navarro, 2003

Foésforo soluble:formas del fésforo que son aprovechables de fonmadiata para las plantas,
pero las concentraciones en las soluciones deb ®semuy baja. Para poder establecer cultivos
es necesario que ocurra una renovacion del fosforsolucion. El equilibrio entre las distintas
formas fosfatadas es la que asegura la nutricidasdglantas. Las formas solubles de fosforo en
el suelo son los fosfatos diacidosPy) y monoacidos (HP). La concentracion de los iones
fosfatos en solucion esté relacionada con el pkhadeisma. El ion HPO, es favorecido por los
pH bajos, mientras que el ion HPQor los pH mas altos. Su concentracion es muyl gébi
fluctia entra 0,2 y 0,5 mg/l, o de 200 a 400 gin&@ centimetros de espesor, en los suelos muy
ricos la concentracidbn puede llegar hasta 1 mgdlprfd) y en suelos pobres 0,1 mg/l.
Generalmente la concentracion es constante y pecaasi aunque varie la relacion suelo-agua
(Sanzano, 2003).

Foésforo intercambiable: se puede llamar también fosforo labil o adsorbydsy disponibilidad

es mas lenta que el fosforo directamente soluldledsorcion de fosfatos, como ocurre con toda

adsorcion anionica en el suelo, es un fenomenalgpende del pH. A pH acidos aumentan las

cargas positivas de los coloides y por lo tantoyenta la adsorcion. Estos iones forman parte del

conjunto de iones que rodean a las particulas dadles y estdn en constante movimiento.
13



Representa del 15 al 30%, es decir un concentrat@@00 a 2500 kg de®s por hectarea del
fésforo inorganico, este labil puede estar adsorlidectamente por los bordes de las arcillas
(cuando estan tienen cargas positivas a bajoseglte pH), o por uniones que usan al calcio
como puente. Incluso puede absorberse por Oxithidréxidos de hierro y aluminio, que tienen

un poder de fijacion mucho mayor que el de ladlasciSanzano, 2003).

Foésforo insoluble: esta formando por minerales primarios y secungasioconstituye la gran
reserva de fosforo inorganico en el suelo, la nodsun. La insolubilizacion puede presentarse
debido a la precipitacién como fosfato calcico exdim alcalino (pH alto), o como fosfatos de
hierro y aluminio en medio acido (pH bajo), es gsto que tanto en suelos acidos como
alcalinos, el fosforo tiende a sufrir una cadena reacciones que producen compuestos
fosforados de baja solubilidad. Por lo tanto la ongarte del tiempo el fosforo permanece en el
suelo, en las formas menos solubles o0 menos digpsnpara las plantas. Cuando se agrega
fosforo soluble al suelo, usualmente ocurre unadaapeaccién (de unas pocas horas) que
remueve el fésforo de la solucion (fija el fosforbentas reacciones posteriores contindan
gradualmente reduciendo la solubilidad durante mesafios, segun la edad de los compuestos
fosfatados. El fosforo recientemente fijado pueztedgbilmente soluble y de algun valor para las
plantas. Con el tiempo, la solubilidad del fésfofijado tiende a decrecer a niveles
extremadamente bajos. Este fendmeno se conoce eawgecimiento del fésforo (Sanzano,
2003).

2.1.2.1.2 Fésforo organico

Las fuentes de fosforo organico en el suelo sonréssduos de plantas y animales que
generalmente se adicionan como abono al suelo ydegradados por microorganismos, los
compuestos fosfatados mas importantes de estestipolas nucleoproteinas, fosfolipidos y
fosfoazucares. Puede presentarse de forma insauételo los microorganismos liberan fosfatos

de los compuestos que han transformado (Sanzaf8).20

Representan del 29 al 65% del fésforo presenta snperficie del suelo (Bobadilla y Rincén,

2008) siempre, absorbido sobre las arcillas, puestentambién complejos formados con
14



minerales como: apatito 3Ca(p@aX, otros son aguellos insolubles generados por
precipitacion de formas solubles constituyendodiwst calcicos cristalizados. La mineralizacion
de la materia organica es lenta y por via micrahianequiriendo temperaturas de

aproximadamente 25 a 30 °C, pH neutro y humedazhara capacidad de campo. El proceso
esta regido por la relacion C/P de la materia acgéarcuyo valor critico es aproximadamente

200, por encima de este valor se produce deprdsidiosfato inorganico (Alexander, 1987).

2.1.2.2 Pérdidas o ganancias del fésforo

En el suelo esta sujeto a pérdidas y gananciasdds tos elementos que constituyen sus ciclos
basicos para él como para las plantas, se puedajdedas principales vias de pérdida para

suelos cultivados son (Sanzano, 2003):

e La remocién o absorcidén de las plantas: 5 a 60 dghgctarea al afio en la biomasa
cosechada

* La erosion de las particulas del suelo que arrasésforo: 0,1 a 10 kg por hectarea al
afo en particulas minerales y organicas

» Fosforo disuelto en agua de escurrimiento supatfigjO1 a 3 kg por hectarea al afio

Estos datos se incrementan sustancialmente cuanttata de suelos que se usan Unicamente
para el cultivo, por lo que se deban aplicar fediltes fosfatados por la carencia de este
elemento importante en el crecimiento de las ptaygiaque en pocos afos el sistema en si pierde
la mayor parte de fosforo que se ha reciclado daseplantas y el suelo y todo el fosforo
inorgéanico que queda en el suelo esta en forméuinlso(Sanzano, 2003). Por otro lado, el suelo

tiene también sus vias de ganancia del elementa spalos cultivados son:

» Desde la atmosfera (casos extremos) absorbidogsticylas de polvo: 0,05 a 0,5 kg por
hectérea al afo.
* Transformaciones microbianas.

» Fertilizantes (Sanzano, 2003).
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Una probabilidad calculada es que de 1 a 2 bill@leeterras presentan deficiencias de fésforo
limitando el crecimiento de cultivos y de la vegé&ha natural en general, la mayor parte de estas

tierras han recibido fertilizacion saturada y hesucido su productividad (Sanzano, 2003).

2.1.2.3 Dindmica del fésforo en el suelo

La cantidad del fésforo disponible para las plantEpende de la modificacién del equilibrio
dinamico que mantiene la disolucion con los comfmseimorganicos insolubles o fijados por una
parte, y la formacién y descomposicion de la materganica por otra. El mantenimiento de una
adecuada concentracion de fosforo en el suelo @camdicion indispensable para que la planta
adquiera un desarrollo satisfactorio. Como se hacropando, las cantidades asimilables son
pequefas, depende de la modificacion del equildinamico que mantiene la disolucion con los
compuestos inorganicos insolubles que contienejeollgguen al suelo que son fijados por una
parte y la fijacion y descomposicion de la materigénica. El factor que influye directamente en
el equilibrio es el pH, ya que condiciona el tip® acciones que haran que los compuestos

fosfatados lleguen a las plantas (Navarro, 2003).

Figura 1.: Equilibrio de las distintas formas de fésforo eawelo

P inorganico
{cambiable)

Adsorcidn T Desorcion

; i ili i i Inmovilizac.
Pinoradnico | Solubilizac. P en la disolucion
inorgan > del suelo

(insoluble) -
< Precipilac. (asimilable) meralzas,

P organico
{inmobilizado)

Fuente: Navarro, 2003.
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2.1.2.4 Factores que afectan la disponibilidad dégforo en el suelo

2.1.2.4.1 pH

Como se ha ido describiendo; entre las caractasstie las formas de fésforo presentes en el
suelo, el pH influye directamente para que estaenié esté o no disponible para las plantas. La
mayor parte de la fijacion del fésforo ocurre a nbajos o muy altos valores de pH. Cuando los
valores estan entre 5 o 6 los fosfatos de hiemtuminio se hacen menos solubles, cuando los
valores son menores a 6 o0 mayores a 8 son lostdestie calcio los que incrementan su
solubilidad. Por lo tanto se puede decir que &fijn de fosfatos es baja y la disponibilidad para
la planta es alta cuando los valores de pH de gragtien rangos neutros de 7 0 un poco acidos
de hasta 6. Incluso cuando el suelo alcanza estloses la disponibilidad puede ser adn un
problema y los fosfatos que se adicionen al su@dns rapidamente fijados. El bajo
aprovechamiento por las plantas del fosfato ageghduelo en una estacion dada, es debido
parcialmente a esta fijacion. Un gran aprovechatoidabera esperarse en los suelos organicos y
en las mezclas preparadas de suelo, donde lasnt@uenes de calcio, hierro, y aluminio no

son tan altas como en los suelos minerales (San2808).

Figura 2.: Relacion entre el pH y solubilidad de compuestohidrro y aluminio

Solubilidad

pH de la disolucién

Fuente: Navarro, 2003
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En estas condiciones de alta acidez, tanto 165 deeno los Af® precipitan inmediatamente los
POyH, también presentes en la disolucién, originandasepcestos insolubles en los que el

fésforo resulta inservible para la planta. En slocdel F&® seria: (Navarro, 2003)

~0OH
Fe™ + POH, + H,0 g——P FB-DH Lo+ 2H°
(soluble) (soluble) NPOH,

Fuente: Navarro, 2003

Evidentemente, el equilibrio de esta reacciéon teadiesplazarse ampliamente hacia la derecha,
ya que la concentracién de*Eg Al* a valores de pH menor de 4 supera de forma notzble
POH,, quedando sélo cantidades infimas de fosforo enldtima forma (Navarro, 2003).

Por otro lado en suelos de caracteristicas alcagh&sforo se inmoviliza en forma de fosfatos
calcicos, por lo que estos suelos presentan gracdesdades de calcio intercambiable y
carbonato de calcio. Los valores de pH pueden esiled7,5 hasta 8,5 y una concentracion de
POsH, muy reducida y el P§Bi? a estos valores de pH se forma facilmente percigite por
accion del calcio en REICa que es insoluble en agua. Cuando a estos sageles afiade fosforo

se obtendra fosfato tricalcico insoluble (Nava2@)3):

(PO4H;);Ca + 2Ca*? g——= (PO,),Ca,! + 4H"
y también,

(POsH,),.Ca + 2C0,Ca §——2 (PO,),Cas! + 2CO, + 2H,0

Fuente: Navarro, 2003

Cuando el pH es mayor a 8, el fosfato tricalcicoetmgrada originando formas menos solubles
(disminucién de asimilabilidad) y mas cristalinassta reaccion podria denominarse
“retrogradacion apatitica” (Navarro, 2003):
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(PO-I}ZC&S —p S{PD.;):CB;CE(OHH —» 3(F04)2033.003CB
(Hidroxiapatito) (Carbonato apatito)

Fuente: Navarro, 2003

Un mecanismo similar de fijacion del fésforo ocueresuelos neutros, cuando se encuentra bajo
la forma de humato calcico, las combinaciones ecupor la presencia de —COOH (caracter
acido), esta influyen positivamente en la fijacidel anion fosférico, en este estado puede

considerarse como facilmente disponible (Navar@03:

COOH coQ - COo0-Ca
Humus +Caoih Humus am'. Humus |
COOH cod’ POH;

Fuente: Navarro, 2003

Figura 3.: Representacion de la precipitacion y fijacion mdbdel fésforo inorganico para

varios valores de pH de suelos minerales medios.

Muy alto

Alto —

pH del suelo

{A) Fosfalos hidroxilados de Fe y Al
{B) Fijacion de arcilla
(C) Fosfatos de calcio

Fuente: Navarro, 2003
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Como se muestra en la Figura 3, la precipitacidnf@sforo bajo de forma de hidroxilados
insolubles de hierro y aluminio es maxima cuand® \alores de pH que estan entre 3 y 4,
cuando estos valores aumentan la precipitaciénidigm hasta anularse en el valor de 5,5. A
partir de 5,5 inicia la precipitacion como fosfat@dcicos, la cual alcanza un maximo en valores
de pH que estan entre 8 y 9. Entre los dos valogesmos se encuentra el rango de valores de
pH entre 3,5y 7 donde una parte de los coloidesuwddo adsorben estas formas utilizables del
fésforo, manteniéndolas en formas intercambiab®sando el valor de pH es de 6,5 existe
conjuntamente la adsorcion y la precipitacion caleninima por lo que en este valor se puede

decir que se tiene la méxima disponibilidad delddaspara las plantas (Navarro, 2003).

2.1.2.4.2 Humedad

Cuando la cantidad de agua, o humedad, aumenth ®rele ocurre un incremento de iones
fosfato en solucion, generalmente después de gpeesentan precipitaciones o por efectos del
riego. Esto esta intimamente ligado con las formagyanicas del fésforo presentes en el suelo:
P-Ca, P-Fe y P-Al de naturaleza cristalina relatieate insoluble. Solo cierta cantidad del
compuesto se disuelve alrededor de las particutagalmas, sin embargo, aunque la
concentracion se mantiene relativamente constntantidad de iones fosfato solubles aumenta
si se incrementa la cantidad de agua en la solu8énpuede decir que las condiciones de
absorcion de fésforos solubles en estaciones sexanucho mas dificultosa que cuando se

agrega agua (Undurranga, 2003).

2.1.2.4.3 Textura

Afecta principalmente a la disponibilidad de agueet suelo (humedad), ya que determina
cuanto puede retener para que el fosforo se emeyamgisente en solucion. Los suelos de texturas
gruesas tienen menor contenido de agua que losxtieds finas, por lo que las cantidades de
fosforo soluble son menores para suelos con textgraesas, en texturas finas existe la

caracteristica de la adsorcién de aniones (San2808).
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2.1.2.4.4 Materia Organica

Como la materia organica contiene en su mayorigasanegativas, los acidos organicos
conforman cationes hidroxilados que atrapan a elewsecomo el aluminio o el hierro en

Al(OH), 6 Fe(OH) dejando libres a los iones fosfatos, por lo quedbenos favorecen las

disponibilidad del fosforo de los suelos (Unduri@ariz003).

2.1.2.4.5 Fertilizantes fosfatados

Cuando se adicionan fertilizantes fosfatados esuelo, la fijacién del fosforo soluble ocurre

rapidamente después de la aplicacion homogéneandGuanscurren varios dias desde la
aplicacion ocurriran solo cambios minimos debidedlilibrio alcanzado entre fosfatos solubles
y fosforo fijado, los efectos directos en los saeds que la disponibilidad de fésforo incrementa
porque este se adiciona y la remocién de fosfora delucidon propia del suelo que naturalmente

lo efectian las plantas es reemplazado rapidarpente fosforo fertilizante (Sanzano, 2003).

2.1.3 Biosolubilizacién de fésforo

2.1.3.1 Ciclo microbiano para la solubilizacion désforo

Los ciclos microbianos que se dan en los suelo$idarpla transformacién de este nutriente en
los depoésitos organicos e inorganicos, asi comdaenformas solubles e insolubles. Los
microorganismos intervienen en los procesos de ddubgizacion, inmovilizacion y
mineralizacion. Se estima que las cosechas requiokeelO a 30 kg. de fésforo por hectarea
Aproximadamente el 10% de la poblacion microbiaglasdelo solubiliza activamente el fésforo
y se tratan fundamentalmente de organismos dezémsfera como:Bacillus, Micrococcus,
Mycobacterium, Pseudomonas y algunos hongos. Existen 3 mecanismos basicossparhilizar

el fésforo mineral y hacer que resulte disponiliée:quelacion, la reduccién de hierro y la
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acidificacion. Todos estos mecanismos desestabilza minerales en los que se encuentra el
fésforo (Coyne, 2000).

2.1.3.2 Mecanismos de solubilizacién de fésforo

La disponibilidad de fésforo esta ligada a varimstdres, el principal: el pH. En los suelos acidos
el fosforo se fija en forma de fosfatos de hierralyminio por lo que la acidez favorece la

formacion de iones de Fey AI**

de coloides aumentando la reactividad que en pcesele
fosfatos solubles reaccionan y forman fosfatoslifdes, en circunstancias alcalinas precipita en
forma de fosfato calcico insoluble. Los procesosalabilizacién de fésforo funcionan mejor en

medios con pH bajo, alto contenido de materia acgayotras condiciones (Coyne, 2000).

2.1.3.2.1 Solubilizacion por producciéon de acidogg@anicos

La solubilizacién ocurre gracias a la producciéradelos organicos tales como el acido nitrico
(producido por agentes nitrificantes), el &ciddisido (producido por los tiobacilos) y el acido
carbonico (HCQO;) por accién microbiana, estos productos actUarresdls compuestos
insolubles de fosfato inorganico: fosfato tricatcidosfato dicalcico, hidroxiapatita y roca
fosforica. Acidos organicos de bajos pesos moleeslacomo el oxalico, citrico, lactico,
succinico y acético se producen en los suelosagacla descomposicion de la materia organica,
cada microorganismo degradara un tipo y una cahtdka estos acidos; cuando estos estan
presentes en el suelo disminuye el pH hasta vadgneximados a 2 (Coyne, 2000)

El 4cido oxalico puede unir (quelacion)avig?* y Fe*, desestabilizando los minerales fosfato
dandose el proceso de la solubilizacién. El hitermso F&" es mas soluble que el hierro férrico
Fe**, en consecuencia aquellos minerales con contediEl®&" se disuelven y estan disponibles

para la absorcién de las plantas. Por ejemplo desg@ento de vista anaerobio (Coyne, 2000):

H.S + Fe(PQ), > FeS + 2HPG"
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El fosforo disponible estd en mayor porcentajeusios secados al aire que en suelos anegados
por agua, con una excepcion: cuando se examinasofopuestos de fosfato de hierro. Ninguno
de los otros compuestos que contenga fosforo, pusmlaeterse a reacciones de reduccién que si
ocurren con el hierro. Esta es la razon por la eUfdsforo resulta mas disponible cuando al agua
es abundante porque el hierro se reduce y dedestabli mineral. Otros microorganismos

pueden degradar el fosfito (Coyne, 2000):
HPQ* > HPQ”

Pero no existen pruebas de que la reaccion de@adproduzca energia para el metabolismo de

los microorganismos (Coyne, 2000).

2.1.3.2.2 Inmovilizacion

La concentracion de fosforo en una solucién deospiebde ser de 0,1 a 1,0 ppm, posterior a que
las bacterias lo ha inmovilizado dejando de estgpamhible para las plantas. Este proceso
depende de las demandas de crecimiento de losargertismos presentes en el suelo, a bajas
concentraciones de microorganismos acumulan unsexde fosforo para cubrir con sus

necesidades (Alexander, 1987).

2.1.3.2.3 Mineralizacion

El fésforo organico se encuentra en el suelo enigaes de 30 a 50% del fésforo total, pero para
poder estar disponible como nutriente debe mireenale. Los Fosfolipidos y los acidos nucléicos

se degradan rapidamente, pero el inositol fosatoiseraliza lentamente (Alexander, 1987).

Hay ciertas condiciones que favorecen el procdsprireer lugar temperaturas termdfilicas, un
pH de niveles neutro a alcalino y materia organieeesariamente rica en foésforo. Las enzimas
principales que intervienen son las fitasas yda¢atasas, si bien las primeras estan ampliamente

extendidas entre los organismos, estan limitadadappequefia cantidad de fitina en el suelo;
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esta es absorbida por el suelo cuando el pH es.da su parte, las fitasas eliminan un grupo
fosfato cada vez de los compuestos fitilicos. Umisistro inadecuado de fosforo estimula la

produccion de fosfatasa y la mineralizacion deldi@sorganico labil (Alexander, 1987).

Estas enzimas pueden ser extracelulares. Asi $dstéomonoestarasas (un fosfato monoéster R-
0-P0O33-) presentan distintos grados de alcalind@#onos (el acido a un pH 6,5 y el alcalino a
un pH 11). Una sola fosfatasa puede tener multglegratos. Los fosfato diésteres (R-O-P-O-R)
requieren de varias enzimas para mineralizarsegrapleto. Los suelos con elevados niveles de
fésforo inorganico inhiben la actividad de la faafa y de la mineralizacion del fosforo organico
(Alexander, 1987).

2.1.3.2.4 Reacciones de Oxidacion y Reduccion

El fésforo goza de varios estados de oxidacionhpesi desde P& hasta la fosfita PHde
valencia®. Muchos microorganismos como de los géndtssidomonas y Clostridium hacen
este tipo de reducciones. Ni las plantas, ni losreorganismos reducen el fésforo cuando lo
incorporan a la materia organica. De esta manene tiugar las reacciones de oxido-reduccion
resultando posible reducir HPOa HPQ? y mas, pero este proceso no suele ser importainte,
tiempo que el papel de los microorganismos endasciones redox no resulta clgfdexander,
1987).

2.1.3.3 Microorganismos solubilizadores de fosforo

Todos los suelos, especialmente los cultivadosisaronjunto con millones de microorganismos
vivientes; estos pueden ser bacterias, algasospagtinomicetos, etc. Lo que pone en ventaja a
las bacterias sobre los otros grupos de organismamso celulares es su capacidad de
reproducirse y crecer rapidamente, y su funciércateponedora de una gran variedad de
sustratos naturales (Navarro, 2003). Su numero lesueo es variable y depende de las

condiciones en las que se encuentren, casi sidapnayor porcién se encuentra en horizontes
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superficiales en cantidades de 3 y 4 billones pogramo de suelo, y entre 450 y 560 kg de peso
de tejido bacteriano viven en una hectarea. Ladapmimes de especies nativas son las mas
resistentes y perduran por largos periodos sinr tangvidad metabdlica (Navarro, 2003 y
Alexander, 1987).

Algunos microorganismos como parte de sus funcienes transformacion de nutrientes como
el fosforo, pueden convertir a los compuestos df#ofé insoluble para la planta en formas
disponibles como monofosfato y difosfatos, porrelcpso de la produccion de acidos organicos

anteriormente mencionado (Simbaria, 2010).

Cuando se utiliza la inoculacion microbiana com@mhcipal método de fertilizacion de los
suelos los resultados son eficientes y de bajotogosdemas movilizan a los fertilizantes
anteriormente usados y que se ha inmovilizadoepdiempo. La microflora que realiza esta
proceso representa entre el 10 al 15% de la mizeotbtal del suelo, que puede ser mayor en la
rizosfera de entre 26 y 39 % (Novos, 2002).

Muchas investigaciones se han realizado en baas fadultades de los microorganismos para
solubilizar los fosfatos; pueden clasificarse Enterobacterias, Pseudomonas, Alcaligenaceae,
Rhizobiaceae, Flavobacteriaceae, Bacillus y algunos hongos comBenicillium, Aspergillus,
Trochoderma entre otros (Simbafia, 2010).

2.1.4 Produccion de las mejores cepas de microorgamos solubilizadores de fésforo
insoluble a nivel de laboratorio

2.1.4.1 Fundamentos del aislamiento de microorgamss solubilizadores del fésforo

El aislamiento de los microorganismos solubilizadade fosfatos insolubles a partir del suelo, se
fundamenta en el método de enriquecimiento setgctitilizando los nutrientes indispensables
para su crecimiento, esto se consigue al confeaciom medio de cultivo minimal que contenga

fosfato tricalcico como fuente inorganica de fosfque permitira el crecimiento de tan solo los
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microorganismos que solubilicen el fosforo insodutAdemés el medio contiene los compuestos
descritos en la Tabla 4 para completar los requenitms nutricionales de los microorganismos, y
las condiciones de incubacién y atmosféricas, teatpe, pH que les otorgue ventajas de
crecimiento frente a los otros.

Tabla 4.: Composicion del medio minimal

Medio Minimal: PVK

Fuente Compuesto
Fuente de Carbono y Energia Glucosa
Fuente de Fosforo inorganico 4ROy)4
Fuente de nitrégeno (NSO,
Regulador presion osmatica NaCl
Cofactor enzimético MgS{H,0
Regulador de la presién osmotica KCI
Fuente de nitrdgeno Extracto de levadura
Cofactor enzimatico FeS®,0

Fuente: Del Hierro, 2010

Para la obtencion de cultivos puros se hacen vaeasferencias en el medio disefiado, seguidas
por siembras por agotamiento en placas de Agadpas responsables de la solubilizacion se
detectan por una zona clara alrededor de la cotmriacida como el halo de solubilizacion (Del
Hierro, 2010).

2.1.4.2 Fundamentos de la seleccion de microorgamigs solubilizadores de fésforo

La seleccidon de las mejores cepas de microorgasismlabilizadores de fésforo es un proceso
en el que aquellos individuos que son los mas detadra sobrevivir en su entorno generan el
mayor namero de descendientes, llevando a cabceauasiones bioquimicas y manteniendo su
herencia genética. Los microorganismos seleccianado aquellos que mejor solubilizan el

fosforo insoluble y esto se detecta utilizando @tado colorimétrico. (Rittman, 2001).
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Este método es el de Molibdato o Mo-Blue, se @tipara la determinacion de fosforo soluble en
solucion acuosa, con el principio de la formaci@ &écido fosfoantimolibdeno azul en la
presencia de acido ascoérbico (Murphy y Riley, 1968)solucion sulfdrica los iones ortofosfato
(fésforo soluble) reaccionan con los iones molibdadando como resultado acido
molibdofosforico, el cual se reduce por el acidogabico a fosfomolibdeno presentando al cabo
de 5 minutos una coloracion azul en la solucién.c&s esta solucion con la que se puede
cuantificar el fésforo solubilizado en solucion, enespectrofotometro a 660nm (Del Hierro,
2010).

Una de las ventajas del método es que se necesipegquefias cantidades de muestra para el
analisis, una desventaja es que cuando existerewwaciones muy bajas de foésforo en la

solucion no llega a cuantificarse por la baja dslidad del mismo (Simbafia, 2010).

2.1.4.3 Fundamentos de la cinética del crecimienmicrobiano

Para el estudio cuantitativo de la cinética de gsos de fermentacion, es necesario disponer de
métodos experimentales adecuados para determiaeamiento de poblaciones microbianas.
Estos métodos deben considerar el modo de repriddude las células procariotas de interés y
las condiciones generales del cultivo. Los métaglos determinan namero de células son en
general preferidos en trabajos de orientacion basientras que en el area aplicada resulta mas

adecuada la cuantificacion de la masa. (Aceved6)200

El conocimiento de la cinética de un cultivo peeni# prediccion del transcurso del crecimiento,
la evaluacion de velocidades, entrega de informmaci@l para establecer estrategias de

optimizacion de procesos, y deteccion de tiempag@acion (Acevedo 2006).

27



2.1.5 Parametros criticos de la biosolubilizacion

Es necesario considerar algunos parametros criicat proceso de biosolubilizacion de fésforo
a nivel de laboratorio, estos permitiran que Ilgmsede microorganismos reciban las condiciones

necesarias para completar un proceso de formaargmtectiva.

Temperatura: La temperatura influye en la velocidad de la timmsacion de nutrientes, la
velocidad del metabolismo microbiano es propordi@naste parametro. Se considera tanto la
temperatura ambiental, como la temperatura de awab que es la que tendr4 que ver

directamente con el crecimiento de colonias decoiganismos.

pH: caracteristica quimica del medio de crecimientdodemicroorganismos, cada organismo
tiene un rango de pH dentro del cual es posibleretimiento y normalmente posee un pH
optimo bien definido. La mayoria crece en un mardgempH de 2- 3 unidades (Rittman, 2001).
Este influye directamente en la solubilizacion defdtos, los valores no pueden ser ni muy
acidos, ni muy alcalinos. Incluso es recomendab& el pH intracelular permanezca proximo a

la neutralidad.

Humedad: la cantidad de agua no afecta a las pruebas deilsz#uion a nivel de laboratorio, es
un parametro que afecta directamente a los ensgysselos.

Presencia de oxigeno (£ estos microorganismos son de tipo aerobio, es dedesitan la

presencia de oxigeno para que puedan crecer yaesali metabolismo para solubilizar fosfatos.

Nutrientes: Son substancias quimicas muy necesarias paraataés de los microorganismos

y se pueden dividir en cuatro grupos: fuentes ab@ho, Fosforo, Nitrogeno y oligoelementos o
elementos minoritarios (micronutrientekf fuente de macro nutrientes se describe en eiomed
de cultivo que se utiliza, principalmente la gluwaomo fuente de carbono, y el sulfato de
amonio como la fuente de nitrégeno. La fuente deranutrientes u oligoelementos, comprende
un conjunto variado de elementos como el hierrdresozine, azufre, cobalto, manganeso,
magnesio, calcio y otros compuestos, que dependgran medida del proceso que se esta
realizando y del tipo de microorganismo que lo estzando. Requiriendo una concentracion de
menos 1ppm en total (Rittman, 2001).
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CAPITULOQO Il

Marco Metodoldgico



CAPITULO llI: Marco Metodologico

3.1 Tipo de investigacion

El presente proyecto de investigacion es de tigmeemental, se realiz6 en condiciones de
laboratorio. La aplicacién de los métodos, técnicgsocedimientos determinados permitieron
aislar, seleccionar, las mejores cepas de micanismos solubilizadores de fosforo insoluble y
los estudios de cinética que se fundamentan era@huento de los microorganismos facilitaron
la determinacion de ciertos parametros criticosfgaditaran la tecnologia de solubilizacién en

estudios posteriores.

30



3.2 Disefio de la Investigacic¢ en el Laboratorio.

Inicio de la Investigacion (nivel laboratorio)

Toma de Muestras de
Suelo
Floricola Tabacundo

Aislamiento
Método de enriquecimiento

Suelos para aislamiento de
microorganismos autdctonos
solubilizadores de fésforo

Suelos para andlisis de
nutrientes C/N/P

Seleccion
Método de Murphy y Riley

Aislamiento de
microorganismos
solubilizadores de fosforo

Estudio de cinética

Medida de poblaciones
microbianas (peso seco)

Seleccion de las mejores
cepas de microorganismos
solubilizadores de fosforo

Determinacion de Parametros
criticos de la solubilizacion de
fosforo a nivel de laboratorio

Determinacion de la cinética
de los microorganismos
solubilizadores de fdsforo

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientales.EK
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3.3 Técnica e instrumentos analiticos

3.3.1 Métodos Generales de Analisis

3.3.1.1 Toma de Muestras del Suelo

El tipo de muestreo que se realizo fue al azaa Panocer los niveles de fosforo total, fosforo
asimilable y fésforo no asimilable en el suelo @@aron muestras de tres puntos diferentes en
una finca en Tabacundo, para la determinacion tes gaintos se tomaron como referencia
andlisis de laboratorio que se han realizado amteeinte en la finca como rutina de control de
calidad de suelo y fertilidad. Asi se seleccionalas tres bloques que presentan excesos de
fosforo referentes a los valores presentados patisgho laboratorio y en cada uno también una

variedad de rosas diferente como referencia.

Cada muestra fue rotulada por de acuerdo al nudekdoque, el nimero de muestra, el nimero

de nave y el nimero de cama.

Ej.:

Bloque 7

Muestra: 4 Muestra: 7.4.6.20

Nave: 6

Cama: 20
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Tabla 5.: Valores de fésforo total (ppm) de los tres blogemdeccionados para el muestreo

Valores Referencia
(ppm) Resultados Fésforo .
Bloque De acuerdo a Blgg (ppm) Variedad de rosa
Naaldwijk para control de
fertilidad
Bloque 6 16 Vendela
Bloque 7 4,6 17 Freedom
Bloque 14 21 High Magic

Tabla 6.: Tipo de suelo y variedad de rosa sembrada entios de muestreo

# de Muestra | Bloque| Variedad Tipo de suelo
1 6 Vendela Franco-limoso
2 7 Freedom Franco-arenoso
3 14 High magic| Franco-areno-limoso

3.3.1.1.1 Toma de Muestras del Suelo para analisie nutrientes C/N/P

Cada 15 o 30 pasos, se tomé una sub-muestra, fidpla superficie del terreno y depositandola

en el balde para homogenizacion. Las sub-muesgasomaron entre 20 y 30 cm. De

profundidad. Se tomo6 1 kg. aproximadamente. El tneedue realizado con un barreno para

obtener muestras cercanas a las raices de las t@sasnuestras se envian a un laboratorio

especializado para hacer analisis de suelos péailzola.

*Nota: No se cita el nombre del laboratorio queprciono6 la informacion debido a politicas de cdeficialidad
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3.3.1.1.2 Toma de Muestras del Suelo para aislamterde microorganismos

Se hizo un muestreo aleatorio, con un distancid@easos aproximadamente, en los sitios
seleccionados, la profundidad de toma de muestr@a 2scm. Se introdujeron jeringuillas de
60mL para poder obtener muestras cercanas a lassrdzonas de mayor crecimiento
microbiano) se obtuvieron las sub-muestras quefubBomogenizadas. Se tomo 500 g. de suelo

en fundas de plastico bien cerradas, para evigaeso de humedad.

3.3.2 Métodos Especificos de Analisis

3.3.2.1 Produccion mejores cepas de microorganismsslubilizadores de fésforo insoluble a
nivel de laboratorio

Para la produccién de las mejores cepas de mianmmos solubilizadores de fdosforo,
obtenidas a partir de los suelos de los sitioscelrados en una floricola en el sector de
Tabacundo, se aplicaré la técnica de aislamienézts® utilizando un medio minimal para el
enriguecimiento de las cepas requeridas, es dbt@ner solo cepas con las caracteristicas para
solubilizar fosfatos, es por esto que se agregduergte de fosforo inorganico. Posteriormente se
seleccionaron las mejores cepas por el métodoicatico de Murphy y Riley (1962) qué

medira el fésforo en solucién acuosa.

34



3.3.2.1.1 Aislamiento de microorganismos solubiligres de fésforo

Técnica de disoluciones seriadg8rocket al, 2004)

Para el aislamiento de los microorganismos sohkdillbres de fésforo de los suelos de los sitios
seleccionados se utilizd la técnica de las diluesoseriadas, donde se preparan series de
diluciones (1:10): para obtener 1/10, 1/100, 1/16@0

- Equipos y materiales

« Balanza analitica (P.:0.0001g y Max.: 220q)
* Matraces de 500 ml

e Pipetasde 10,1y 0,1 ml.

e Tubos de ensayo

* Fundas estériles
(Todo el material de vidrio que se utiliz6 duraltaepractica es esterilizado por

aproximadamente 6 horas en autoclave)
- Reactivos
e Agua de Peptona
* Agua destilada
- Procedimiento
Se toma inicialmente 10 g. de cada una de las Zbtmas de suelos. Se coloco en las fundas
estériles, se adicion6 90 ml de agua de peptogailgsara comenzar con la dilucién™ (ara

obtener la carga microbiana deseada. Si no seadplic las disoluciones es poco probable

obtener los microorganismos especificos requeridos.
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Enriguecimiento selectivo(Brocket al, 2004)

Después de obtener la dilucién necesaria, se afaicBécnica de enriquecimiento selectivo,
donde se confecciona un medio de cultivo minimal cpntenga fosfato tricalcico como la fuente

principal inorganica de fosforo.

- Equipos y materiales

« Balanza analitica (P.:0.0001g y Max.: 2209)
* Mechero

e Incubadora (30 °C)

* Incubadora orbital (30°C y 180rpm)

* Matraces de 1000 y 500 ml

* Cajas Petri desechables

e Tubos de ensayo

* Asas de inoculacion

- Reactivos

* Medio Minimal (referirse a la Tabla 7)
e Agar-Agar Type | (HIMEDIA)
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Tabla 7.: Medio para aislamiento de microorganismos soledulores de fosforo

Medio Pikovskaya (PVK)

Para preparar en 1000ml de Agua destilada
Fuente Compuesto Cantidad (g.)
Fuente de Carbono y
Glucosa 10
Energia
Cag(POy)4 5
(NH4)2SOy 0.5
NaCl 0.2
MgSQO,.H,0O 0.7
Base Mineral
KCI 0.12
Extracto de levadura 0.5
MnSOy.HO 0.002
FeSQ.H,O 0.002
Para medio sélido Agar 20

Fuente: Del Hierro, 2010

- Procedimiento

De las disoluciones de $010°, 108, y con un asa de inoculacién se pasaron inéclioedio
sélido por el método de estriacion en placa en cajia petri. Se colocaron en la incubadora
durante 7 dias a 30 °C. Las cepas de bacteriazrddsblubilizadoras se caracterizan porque su
colonia tiene un halo blanco alrededor.

Después de la observacion de las colonias micrabian las cajas, se seleccionan las cepas con
los halos de solubilizacion mas grandes; estasassfirieron a un medio minimal liquido y se

dej6é nuevamente en la incubadora orbital paraegimiento durante 2 dias, a 30 °C. en agitacién
constante a 180 rpm.
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3.3.2.1.2 Seleccion de microorganismos solubilizzrés de fosforo

Prueba cuantitativa: Método Murphy y Riley (1962)zul de Molibdato

Para evaluar la capacidad solubilizadora de laascasladas se aplica el Método de Murphy y
Riley, también conocido como el Método de Mo-Blu®&létodo de Molibdato. Se determina la
cantidad de fosforo en solucion acuosa, basandote fermacion de acido fosfoantimolibdeno

azul en la presencia de acido ascorbico.

- Equipos y materiales

» Balanza analitica (P.:0.0001g y Max.: 220q9)
* Mechero

* Autoclave

* Incubadora

* Incubadora orbital

e Matraces de 1000 y 500 ml

» Frascos plasticos estériles

e Tubos de ensayo

* Asas de inoculacién

- Reactivos

* Medio Minimal (referirse a la Tabla 7)
» Agar-Agar Type | (HIMEDIA)

» Fosfato hidrégeno mono potésico

* Molibdato de amonio

» Tartrato de antimonio y potasio

» Acido sulfurico concentrado

* Acido Ascérbico
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- Procedimiento

De cada una de las cajas Petri que presenta cestonmicrobiano, se separo de acuerdo a la
presencia del halo de solubilizacion, caractedgtiopia de microorganismos solubilizadores de
fésforo, solo aquellas que presentaron resultadsgiyos con respecto al halo fueron sometidas

a la prueba cuantitativa. Esta prueba cualitatiresiste en:

Solucién A: Se peso6 1 g de molibdato de amonio y coloco eratgntde 1000 ml y agregd 250
ml de agua destilada, se agité hasta tener unaiéolhomogénea. Se afiadié 24 mg de tartrato

de amonio y potasio, 16 ml de acido sulfarico cotreglo y se aford hasta 1000 ml.

Solucidn B: Se peso 0,88 g de acido ascorbico y se disolvibO® ml de la solucion A. Esta
solucion se prepara el dia del ensayo.

Se tom6 una muestra de cada una de las bactenad owjor halo de solubilizacién con azas de
inoculacion, se coloco en 5 ml de agua de peptBaadejé en la incubadora orbital durante 3
dias, a 30 °C, y 180 rpm. Concluido este tiempocatta uno de los tubos se tomd una muestra

de 1 ml y se pasa a frascos estériles con 70 welde PVK.

Nuevamente van a la incubadora orbital por un laj@sd dias a las mismas condiciones. Durante
cada uno de estos 7 dias, se sacan muestras delé gdldo a tubos estériles. Los tubos se

centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos.

En otros tubos estériles se coloco 9 ml de agyzed®na y se afiadio 1 ml del sobrenadante de
los tubos centrifugados y se conservaron en agegfrdor. Después de tomar las muestras por

los 7 dias, se preparé: las soluciones Ay B.

En tubos de cultivo se colocaron 5ml de sobrenaddmias muestras tomadas por los 7 dias y se
agregoé 20ml de la solucién B y se afor6 hasta 5bnl agua destilada. Se esperd por unos
minutos que cada tubo obtenga un color azul yaéidéela lectura en el espectrofotdmetro UV-

Vis con una longitud de onda de 660 nm.

Se preparé la curva de calibracion a partir desahacion de fosfato de hidrégeno monopotéasico
de 100 ppm un set de soluciones con diferenteseotraciones: 0; 1; 2; 3y 5 ppm. (Del Hierro,
2010).

39



3.3.2.1.3 Cinética del crecimiento microbiano de icroorganismos solubilizadores de
fésforo

- Equipos y materiales

* Embudo de filtracion Buchner.
* Filtros Whatman N°2.

* Pinzas metalicas.

« Balanza analitica (P.:0.0001g y Max.: 2209)
» Estufaa 105 °C.

* Incubadora orbital.

» Desecador.

» Sistema de vacio.

» Cajas Petri de vidrio

* Erlenmeyer 250 ml

e Tubos de ensayo

* Pipetas 5 ml

- Procedimiento

Se podra obtener datos de biomasa de las capdisligalibras, en dos erlemenyer se colocaron
la solucion de Cepa #3 y Cepa #10 (entreyl00" x ml) junto con el medio minimal disefiado

(PVK). Se lleva a incubacion en las mismas condiesoanteriores. Cada dia de medicion 5 ml
de suspensiéon microbiana homogénea, se pone eapeh fijtro y se filtra con bombas al vacio

en embudo Buchner. Es necesario lavar los filthevipmente marcados, no tocarlos con las
manos directamente para no afectar al peso finlElsdmismos. Se colocaron en una estufa a 105
°C durante aproximadamente 4 horas, al sacarladega reposar en un desecador. Se peso

exactamente cada uno de los filtros.

Igualmente se toma 5 ml para las mediciones deorfdsinsoluble en el espetrofotdmetro,

siguiendo el procedimiento de seleccion.
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CAPITULO IV

Andlisis e Interpretacion de Resultados
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CAPITULO IV: Analisis e Interpretacion de resultados

4.1 Aislamiento de microorganismos solubilizadorege fésforo

De acuerdo a los resultados de los andlisis queealezan en la floricola en el sector de
Tabacundo de las cantidades de los nutrientesdsgséra el control de la fertilidad de los suelos,
se escogieron los tres bloques donde se preseritabealores de fésforo méas altos en relacion a

los demas bloques, estos valores presentaban icieréonento con respecto al tiempo.

Los resultados se obtienen de un analisis realissdaon laboratorio, donde las muestras se
envian trimestralmente, se comparan con el estatelaalidad que sigue la floricola desde su
funcionamiento determinado por los estudios redtizaen el exterior para el control de la

fertilidad y produccion de los suelos de los coléide rosas.

Tabla 8.: Valores de fésforo (ppm) de los tres bloques s@eados para el muestreo

Valores Valores
Referencia Referencia Resultados
Blogque (ppm) (ppm) Fosforo Variedad de rosa
De acuerdo a Blgg De acuerdo al INIAP (ppm)
Naaldwijk para control para la provincia de

de fertilidad Pichincha
Blogue 6 16 Vendela
Blogue 7 4,6 10-20 17 Freedom
Bloque 14 21 High Magic
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*Nota: No se cita el nombre del laboratorio quepprcion6 la informacion debido a politicas de cdefficialidad.

4.1.2 Aislamiento de microorganismos solubilizadoesede fosforo

De cada bloque se sacaron 8 muestras, de cadacuelas para el aislamiento se trabajé en
triplicado. Muestreado en orden de bloque, muesiage y cama. Se presentan en orden de

recoleccion:

Tabla 9.: Muestras obtenidas de cada bloque de una florsewr Tabacundo

BLOQUE 6 BLOQUE 7 BLOQUE 14
6.5.5.25 7.5.6.32 14.2.1.3
6.4.4.17 7.8.3.48 14.1.1.2
6.8.3.35 7.6.6.33 14.3.3.11
6.7.3.34 7.7.3.47 14.4.3.12
6.3.4.16 7.1.2.7 14.5.4.23
6.2.2.5 7.2.2.8 14.7.3.33
6.1.2.6 7.3.6.13 14.6.4.24
6.6.5.26 7.4.6.20 14.8.2.34

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

En la Tabla 9 se presentan los 24 puntos de mogsdra los suelos con altos valores de fosforo
de acuerdo a la rotulacion mencionada en la metgtode muestreo: bloque, muestra, nave y
cama. Esta rotulacion se mantiene por procedinsanternos de la floricola.
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Muestras

Tabla 10.: Caracteristicas de cepas aisladas en los sueltizaaios

Bloque 6

Caracteristicas

Muestras

Bloque 7
Caracteristicas

Muestras

Bloque 14
Caracteristicas

1 | No hubo crecimiento microbianjo 1 Halos de soluhiiiza pequefiod 1 No hubo crecimiento microbigno
6.5.5.25 2 | No hubo crecimiento microbiajo 7.5.6.32 2 Halos de solubiliga pequefiod 14.2.1.3 2 Halos de solubilizacion pequefios

3 Colonias blancas 3 Halos de solubilizacion pequgfios 8lo hubo crecimiento microbiang

1 | No hubo crecimiento microbianjo 1 Halo de solubiliagac 1 Halos de solubilizacién pequefips
6.4.4.17 |1 2 | No hubo crecimiento microbiarjo 7.8.3.48 2 Halo de solubiligac 14.1.1.2 2 Halos de solubilizacion pequenps

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 Halos de solubiiiza pequefiod 3 Halos de solubilizacién pequefios

1 Colonias hlancas 1 Halo de solubilizacion 1 No hulegioniento microbiano
6.8.3.35] 2 Colonias blancas 7.6.6.33 2 Halo de solubilizacion 14.3.3.11 P Halosdlighilizacion pequefiod

3 Colonias blancas 3 Halo de solubilizacion 3 Halosalighdlizacién pequefios

1 Mejor halo de solubilizacion 1 Halos de solubilizecpequefiod 1 No hubo crecimiento microbigno
6.7.3.34 | 2 | No hubo crecimiento microbiajo 7.7.3.47 2 Halo de solubiliagac 14.4.3.12] 2 Halos de solubilizacién pequefips

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 Halo de solubiliaac 3 Halos de solubilizacion pequenps

1 | No hubo crecimiento microbiarjo 1 Halos de solubilida pequefiod 1 Halos de solubilizacion pequefios
6.3.4.16 | 2 | No hubo crecimiento microbianjo 7.1.2.7 2 Halos de solubdiida pequefiod 14.5.4.23 2 Halo de solubilizacion

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 Halo de solubiligac 3 Halo de solubilizacion

1 | No hubo crecimiento microbianjo 1 Halos de soluhiiiza pequefiod 1 No hubo crecimiento microbigno
6.2.2.5 | 2 | No hubo crecimiento microbianjo 7.2.2.8 2 Halos de solubili@a pequefiod 14.7.3.33 2 Halos de solubilizacion pequefios

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 Halos de solubilida pequefiod 3 No hubo crecimiento microbigno

1 Colonias blancas 1 Halo de solubilizacion 1 No hulecioniento microbiano
6.1.26 | 2 Halo de solubilizacién 7.3.6.13 2 Halos de solubilizaciénypefips | 14.6.4.24| 2 Halos de solubilizacién pequefjos

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 Halos de soluhiiiza pequefiod 3 Halos de solubilizacién pequefios

1 Colonias hlancas 1 No hubo crecimiento microbigno 1 hdm crecimiento microbiang
6.6.5.26 | 2 | No hubo crecimiento microbiarjo 7.4.6.20 2 Halo de solubiligac 14.8.2.34] 2 No hubo crecimiento microbianp

3 | No hubo crecimiento microbiarjo 3 No hubo crecimientcrobiano 3 No hubo crecimiento microbiarjo

Total de cepas aisladas: 2

Total de cepas aisladd$:

Total de cepas aisladas: 2

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias AmbientaleSEK.
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En la Tabla 10 se presenta los resultados dehaisttio de bacterias solubilizadoras de fosforo,
realizado utilizando la técnica de enriquecimiesgtectivo de 24 cepas, que por triplicado se
sumaron a 72 aislamientos, se puede ver en diallet cepas que tenian resultados favorables,
estos resultados fueron Unicamente evaluados peendrion del tamafio del halo de
solubilizacién, caracteristica clave de estas cepagle los suelos con los mayores valores de
fosforo de donde se obtuvo en mayor nimero de pesadecir de los bloques 7 y 14. Los
aislamientos en suelos de este tipo de microongensien los suelos presentan mucha dificultad
debido que cuando hay altas cantidades de fostduble o0 aportes del mismo por fertilizantes
(practica comun para el tipo de cultivo: rosaspisede la capacidad solubilizadora por el efecto

conocido como Feed-Back (citado por Del Hierro,®01

Se realizan las siguientes observaciones con nespdas caracteristicas de los aislamientos de

los suelos seleccionados:

* No hubo crecimiento microbiano: significa que no se logréaislamiento de bacterias

solubilizadoras de fésforo insoluble.

» Halo de solubilizacion: significa que hay aislamiento de bacterias solzdmloras de

fosforo insoluble

» Colonias blancas:significa que hay crecimiento de bacterias, persarosolubilizadoras

de fésforo insoluble.
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Grafico 1.: NUmero de cepas aisladas por bloque en una flargmadtor Tabacun

N cepas aisladas por Bloque
12

N de cepas aisladas

Bloque ¢ Bloque 7 Bloque 1:

Bloques seleccionados

De acuerdo al Gréfico 1etibloque 7 se obtuvo el 42% de resultados favesatke crecimient
de cepas solubilizadoras de fésfqpor la observacion del halo de solubilizaciEste bloque
corresponde ano de los sitios identificados con excesos defa.(andlisisfisico-quimico).

4.2 Seleccion de las mejores cepas de microorganasrsolubilizadores de fésfor

4.2.1 Seleccion por halo de solubilizaci

Primeramente, para proceder con la seleccion ¢atvdi, se hizo la observacion del crecimie
de cada unale las cepas aisladas para determinar cuales ate pltsentaban la caracteris
morfoldgica principal de las bacterias solubilizetode fosforo: el halo de solubilizacion. Er

Tabla 11se presentan las 10 cepas con los halos de spaddiln mas grande
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Tabla 11.: Cepas seleccionadas por Halo de solubilizacion étado Colorimétrico

Cepas Seleccionadas por Halo de Solubilizaciéon

Cepa #1 6.1.2.6.2

Cepa #2 7.6.6.33.2
Cepa #3 7.1.2.7.3

Cepa #4 7.6.6.33.1
Cepa #5 14.5.4.23.3
Cepa #6 6.7.3.34.1
Cepa #7 7.6.6.33.3
Cepa #8 7.8.3.48.1
Cepa #9 7.8.3.48.2
Cepa #10 7.36.1.3.1

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias AmbientaleSEK.

4.2.2 Seleccion de las mejores cepas solubilizadee fésforo por método Mo-Blue

Para realizar la cuantificacion de los iones osgf#tw producidos en la actividad metabdlica de
los microorganismos solubilizadores de fosforo gicé@ el método Colorimétrico de azul de
molibdeno Mo-Blue. (Murphy y Riley, 1962), donde m@ede determinar la concentracién de
fosforo soluble en ppm.

Primeramente se obtuvo una curva de calibraciGartir ple una solucién estandar de fosfato de
hidrdgeno mono potasico KHO, a 100 ppm y un conjunto de soluciones con conaeioimes
que comprenden los valores: 0; 0.4; 1; 2; 3 y 5 mhenfésforo, utilizando la ecuacion
CiV1=CyV2.

El fundamento de la técnica consiste en la detecmn de fésforo soluble en una solucién
acuosa por el método de colorimetria utilizado speetrofotometro. Se forma acido

fosfoantimolibdeno azul en la presencia del acslmebico; en esta solucion también se agregoé
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el &cido sulfurico concentrado que provoca queidogs ortofosfato reaccionen con los iones
molibdato formando el &cido ascérbico, se reduaruhde fosfomolibdeno al cabo de 5 minutos.
Esta prueba nos permitié tener una seleccion naéia de los microorganismos a los que se les
realizé las pruebas de la curva de crecimientolaesianera mas exacta de cuantificar las

concentraciones de fosforo soluble.

Tabla 12.: Resultados de la curva de calibracion

Concentracion de  Absorbancia (A)

Fosforo (ppm) 660nm
0 0.002

0.4 0.022

1 0.047

2 0.078

3 0.117

5 0.192

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK.

Grafico 2.: Curva de calibraciéon de fésforo

Curva de Calibracioén

0.25 - y=0,0373x +0,0055
R2=0,9985

0.2

0.15 1 —&— Seriesl

— Lineal (Seriesl)

Absorbancia

0.1 1

0.05 1

0 ; ; -
0 2 4 6

Concentracion P (ppm)

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias AmbientaleSEK.
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Estandar: Fosfato decalcico de potasio 100mg/I
Concentraciones:0 a 5

Técnica Murphy y Riley: Soluciéon A + Solucion B y lectura en el espedtdfetro

b: Pendiente
y: Medida de Absorvancia de c/muestfa
x: Concentracion en ppm Fésforo

R2: Linealidad

En el Grafico 2 se presenta la curva entra lasilastde Absorvancia y la concentracion conocida
de cada solucién de fosforo, para luego detern@niggresion lineal encontrando la ecuacion de

la recta y el coeficiente de correlacion lineal.

4.2.1.1 Calculo de la concentracion de fosforo sdle

Para el célculo de la concentracion del Fosforalde] o lo que es lo mismo la capacidad
solubilizadoras de cada cepa expresada en ppnicsgaceon los datos obtenidos de la curva de

calibracion, y el ultimo dato de la Absorvancia medDia 4), de la siguiente manera:
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Ejm.: Calculo concentracion Fésforo soluble en mlanCepa # 1

Datos:
Abs (Blanco) = 0.041
Abs (Cepa #3) = 0.135

Sefial corregida = Abs (Cepa #3) - Blanco

_0.094 — 0.0055
*=7"0.0373

x = 2.37 ppm P soluble
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Tabla 13.: Resultados de absorbancia de las cepas seleccsonada

Dial 6.1.26/21 0018 Dial 7.6.6.3321  0.052 Dial 7.1.2.7/3.1
Dia2  6.1.2.6/22 0021 Dia2  7.6.6.33/22  0.06p Dia2 27182  0.094
Dia3 6.126/23 0059 Dia3 7.6.6.3323  0.094 Dia3 7.1.2.7/3.3
Dia4 6.126/24 0094 Dia4 _ 7.6.6.33/2. 4 NE Diad  7.1.2.7/34
Dial 7663311 0036 Dial 14542331 0025 Dial 6.7.3.34/1.1 0.058
Dia2 7.6.6.33/12 0.056 Dia2 14542332 0.044 Dia2.7.384/12 0.116
Dia3 7.6.6.33/1.3  0.098 Dia3 14.5.4.23/33 0.057 Dia3 6.7.3.34/1.3 0.144
Dia4 7.6.6.33/1.4 0112 Dia4 14.5.4.23/3.4  0.074 Dia4 _ 6.7.3.34/1. fOFEEIN
Cepa #7 Cepa #8 Cepa #9

Dial 7663331 0015 Dial 7.834811 0460 Dial 7.834821 0.036
Dia2 7.6.6.33/32 0.041 Dia2  7.8348/12 0.07p Dia2 8.348/22 0.056
Dia3 7.6.6.33/3.3 0.081 Dia3  7.8348/13  0.105 Dia3 7.8.3.482.3 0.086
Dia4 7.6.6.33/3.4 0.102 Dia4  7.8348/14  0.117 Dia4 7.83.482.4 0114

Dial 7.36.1.3/1.1  0.041

Dia2  7.36.1.3/1.2  0.940

Dia3  7.36.1.3/13 0.121

Diad  7.36.1.3/1.{CNEEN

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK
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Tabla 14.: Capacidad de solubilizacion de cada cepa expresagpm

Valor de Absorbancig Concentracion (ppm)

# Cepa
1 0.094 2.37
2 0.128 3.28
3 0.147 3.79
4 0.112 2.86
5 0.074 1.84
6 0.138
7 0.102 2.59
8 0.117 2.99
9 0.114 291
10 0.145 3.74

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

En la Tabla 14 se muestra el resultado de la délecde los mejores microorganismos
solubilizadores de fosforo mediante una cuantif@madel Fosforo Soluble, cuando se forma
acido fosfoantimolibdeno azul en presencia de aagtwrbico, el cual se observé claramente en
todas las muestras analizadas. De las 24 ceparigiaémente se tomaron para el aislamiento se
separaron 10 cepas en base al tamafo de su hatduthdizacion, de estas; 4 cepas presentaron
los mejores valores de solubilizacion de fésforol&nconcentracion en ppm. Representan

aproximadamente el 16% del total de microorganisamadizados.

La Cepa #3: 7.1.2.7.3 presenta el resultado mascait 3.79 ppm de Fdésforo al cuarto dia con

respecto a las otras cepas.

En el Gréafico 3 se muestra los valores de cada dente los 4 dias en los que se realizo la
lectura con el espetrofotometro, el 75% son migaonismos aislados del Bloque 7. La mayor
actividad empieza durante el 4 dia, comparando astolos resultados de Del Hierro, 2010;

Simbafia, 2010 y Bobadilla, 2008 se puede conclierlgs puntos mas altos de fésforo solubles

empiezan entre el cuarto y quinto dia, dependigleitipo de microorganismo.
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Gréfico 3.: Concentracidén de Fosforo Soluble de las mejornpasc&olubilizadoras de Fosforo

Concentracion de Fésforo Soluble (ppm)
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK
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4.3 Cinética mejores cepas microorganismos solulatidores de fésforo

Se escogieron dos cepas para la determinar laascder crecimiento y los valores de fosforo
tanto soluble como insoluble hasta obtener el teedwretencion. Estas dos cepas corresponden
a Cepa # 3: 7.2.2.7 y la Cepa #10: 7.36.1.3 queigmen de las muestras tomadas del suelo del
bloque 7.

4.3.1 Determinacion de Biomasa (Peso Seco) parackpa #3

Tabla 15.: Resultados de Biomasa para cepa #3

) Peso (g) Peso (g) X
Tiempo Peso () ) ) _ _ )

) Caja vacia+ | Caja Vacia + Papel + | Diferencia | (Biomasa)

(h) Caja Vacia
Papel Muestra (g/L)

3 79,8590 79,9868 79,9933 0,006p 0,65
6 76,0604 76,1870 76,1940 0,007p 0,7(
9 82,8084 82,9348 82,9432 0,008# 0,84
12 90,6023 90,7298 90,7398 0,010p 1,00
28 85,0414 85,1687 85,1857 0,017p 1,70
31 75,5683 75,6962 75,7157 0,019p 1,9%
34 70,1545 70,2815 70,3031 0,021p 2,16
37 66,2359 66,3628 66,3868 0,024p 2,40
53 71,2689 71,3954 71,4316 0,036p 3,62
56 82,3645 82,4925 82,5297 0,037p 3,72
59 93,2503 93,3786 93,4161 0,037p 3,7%
61 76,2596 76,3866 76,4236 0,037p 3,70
77 83,4578 83,5860 83,6120 0,026p 2,60
80 87,6523 87,7790 87,8010 0,022p 2,20
83 90,5620 90,6889 90,7084 0,019p 1,9%
86 76,2596 76,385 76,4040 0,019p 1,9(

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK.
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Gréfico 4.: Curva de crecimiento para Cepa #3

CEPA#3 (x vs t)
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

En el Grafico 4 se presenta la curva de crecimidetta Cepa #3, en donde se obtiene el valor
mas alto de la biomasa de bacterias solubilizadeth en g/L aproximadamente a las 60 horas.
Es decir cuando hay el mayor numero de estos nmigaosmos. Se puede observar claramente
las fases de crecimiento microbiano, la fase LA@eoadaptacion, la fase de crecimiento o
logaritmica que es cuando las poblaciones creceleradamente, la fase estacionaria cuando
mantiene un nivel estable de crecimiento y metabuli y por Ultimo la fase de muerte que

ocurre por el agotamiento de nutrientes y el auméatsustancia toxicas.
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4.3.2 Determinacion de Biomasa (Peso Seco) parackpa #10

Tabla 16.: Resultados de Biomasa para cepa #10

] Peso () Peso () X
Tiempo Peso () ) ) _ _ )

) Cajavacia+ | Caja Vacia + Papel + | Diferencia | (Biomasa)

(h) Caja Vacia
Papel Muestra (a/l)

3 78,3817 78,5070 78,5090 0,002D 0,2(
6 84,3170 84,4441 84,4478 0,003f 0,37
9 87,1724 87,2990 87,3032 0,004p 0,44
12 77,5276 77,6541 77,7041 0,050p 0,50
28 91,3592 91,4865 91,4980 0,011p 1,1%
31 76,1756 76,3018 76,3168 0,015 1,50
34 80,2412 80,3687 80,3902 0,021p 2,1%
37 90,2113 90,3386 90,3628 0,024p 2,42
53 75,1547 75,2805 75,3085 0,028p 2,80
56 86,2589 86,3867 86,4149 0,028p 2,82
59 83,9856 84,1116 84,1395 0,027p 2,79
61 74,8568 74,9833 75,0102 0,026p 2,69
77 82,4569 82,5829 82,5969 0,014p 1,40
80 81,2152 81,3430 81,3560 0,013p 1,30
83 85,2615 85,3900 85,4021 0,0121 1,21
86 94,8574 94,9837 94,9947 0,011p 1,10

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK
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Gréfico 5.: Curva de crecimiento para Cepa #10

CEPA#10 (x vs t)
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

En el Gréfico 5 se presenta la curva de crecimidetta Cepa #10, en donde se obtiene el valor
mas alto de la biomasa de bacterias solubilizad@tpsn g/L aproximadamente entre las 50 y
60 horas. Es decir cuando hay el mayor nimero s @sicroorganismos. Se puede observar
claramente las fases de crecimiento microbiancfat® LAG o de adaptacion, la fase de
crecimiento o logaritmica que es cuando las poies crecen aceleradamente, la fase
estacionaria cuando mantiene un nivel estable elgnsiento y metabolismo y por dltimo la fase

de muerte que ocurre por el agotamiento de nuésentl aumento de sustancia toxicas.
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4.3.3 Curva de calibracion para mediciones de fosfo soluble e insoluble
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Grafico 6.: Curva de calibracion para determinacion de fésérrsolucion acuosa
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4.3.4 Curvas de fésforo soluble e insoluble para pe #3

Tabla 17.: Resultados de Fésforo Soluble e Insoluble parapa ¢3

Tiempo (horas)| Abs (660nm) P soluble (ppm) P insoluble (ppm)
3 0,151 3,90 6,10
6 0,164 4,25 575
9 0,179 4,65 5,35

28 0,277 7,27 2,73
31 0,286 7,51 2,49
34 0,293 7,70 2,30
53 0,341 8,98 1,02
56 0,348 9,17 0,83
59 0,352 9,28 0,72
77 0,357 9,41 0,59
80 0,361 9,52 0,48
83 0,365 9,63 0,37

Gréfico 7.: Concentracion de Fosforo soluble vs Tiempo Cepa #3
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK
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El Gréafico 7 nos indica el aumento de la concerdra{ppm) de fésforo soluble en funcion del
tiempo, producido por la actividad solubilizadoaackpa 1 de transformar el fésforo insoluble en

soluble por la produccién de acidos organicosizadb en condiciones de laboratorio.

Gréfico 8.: Concentracion de Fosforo insoluble vs Tiempo Ceépa #
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

El Grafico 8, nos indica el descenso de la coneeiitn (ppm) de fésforo insoluble en funcion
del tiempo, producido por la capacidad solubilizadde la cepa 1 de convertir formas no

asimilables en asimilables.

Los datos se obtienen en relacion al analisis deriola de 10 ppm de fésforo insoluble en el
suelo para el bloque 7. El fésforo soluble se sacael calculo de acurdo a dato de absorvancia

realizado anteriormente y el valor de fésforo inbtd se obtiene por diferencia.

60



4.3.5 Curvas de fosforo soluble e insoluble parape #10

Tabla 18.: Resultados para Cepa #10 de Fosforo Soluble eulnisol

Tiempo (h) | Abs (660nm) P soluble (ppm) P insoluble (ppm)
3 0,118 3,01 6,99
6 0,138 3,54 6,46
9 0,152 3,92 6,08
28 0,228 5,95 4,05
31 0,242 6,32 3,68
34 0,260 6,8 3,2
53 0,318 8,36 1,64
56 0,323 8,49 1,51
59 0,328 8,62 1,38
77 0,330 8,68 1,32
80 0,335 8,81 1,19
83 0,340 8,94 1,06

Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

Gréfico 9.: Concentracion de Fésforo soluble vs Tiempo Cepa #10
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK
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El Gréfico 9, nos indica el aumento de la conceitra(ppm) de fésforo soluble en funcién del
tiempo, producido por la actividad solubilizadoaiackpa 2 de transformar el fosforo insoluble en

soluble por la produccion de acidos organicosizadb en condiciones de laboratorio.

Gréfico 10.: Concentracion de Fosforo insoluble vs Tiempo Cdin #
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Elaborado por: Cristina Larrea. Facultad Ciencias Ambientale SEK

El Gréfico 10, nos indica el descenso de la comaeidin (ppm) de fosforo insoluble en funcion
del tiempo, producido por la capacidad solubilizadde la cepa 2 de convertir formas no

asimilables en asimilables.

Los datos se obtienen en relacion al analisis diediola de 10 ppm de fésforo insoluble en el
suelo para el bloque 7. El fésforo soluble se sacael calculo de acurdo a dato de absorvancia

realizado anteriormente y el valor de fésforo inbtd se obtiene por diferencia.
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CAPITULO YV

Conclusiones y Recomendaciones
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

 Se comprobd la hipétesis alternativa de que losodest disefiados y parametros
seleccionados para el aislamiento de los microsgws solubilizadores de fosforo
insoluble son efectivos, porque se aislaron exmesde diez cepas de microorganismos

solubilizadores de fésforo.

* En la seleccion de las mejores cepas se utilizprieba cuantitativa por el método
colorimétrico de Molibdato o Mo-Blue que cuantificenes ortofosfato, es decir el fosfor
soluble; en una solucién acuosa y se seleccionéuaso mejores cepas solubilizadoras

de fosforo.

» Los estudios cinéticos permitieron determinar lempos de retencion o solubilizacion
del fosforo insoluble, se utilizO como medida ddlpoiones microbianas la técnica de
peso seco, con los datos resultantes se graficarlaa de crecimiento para dos de las
mejores cepas aisladas y seleccionadas solubitaadte fésforo, y se determiné los

tiempos de retencion entre 60 y 90 horas (3 di@s) las dos cepas en mencion.

» Con la técnica de Molibdato o Mo.-Blue se pudo mé&licantidad de fosforo soluble e
insoluble relacionado con las horas de crecimipata dos de las mejores cepas aisladas
y seleccionadas, aproximadamente a las 80 hor&ss)3kk tienen los valores mas altos en

la medida de poblaciones microbianas solubilizezlora

* Los parametros criticos de la biosolubilizaciérf@sgoro se determinaron tedricamente y
estos son: pH, temperatura, cantidad de agua, raxige nutrientes, con todos los
parametros y los tiempos de retencion es posibledigaiiar un bioproceso de

biosolubilizacién en suelos de una Floricola deatahdo.
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5.2 Recomendaciones

» Se recomienda, escalar la investigacion a prudbsome campo, con los resultados de la
prueba piloto de laboratorio utilizando las dosareg cepas que solubilizan el fosforo
insoluble, se disefie, ejecute y controle el biogsocde solubilizacion y se utilice los
tiempos de retencion o tiempos de solubilizacion.

» A través de los estudios de seleccidon es posillezae una investigacion de los acidos
organicos producidos por estas cepas, con esttendda datos exactos de los acidos

necesarios para la solubilizacion y cual de ekotasel mas eficiente.

» Realizar los estudios de costo beneficio para speaes de flores mas comunes en la

produccién nacional, empezando por estudios déntietto de dichas plantas.
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Anexos




Anexo 1: Fotos de las €pas Solubilizadoras de Fosfc

Medio PVK liquido para aislamiento
cepas a partir de sue

Medio PVK solidc para aislamiento de cepas a parti
suelo:
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Cepa 6.7.3.34.1 seleccionada por halo de solutidiz

Seleccion, solucién acuosa para mét
colorimétrico Murphy v Riley 19¢
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