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RESUMEN
Los biofertilizantes son microorganismos que aumentan la productividad y sanidad de los cultivos, ayudan a fijar nitrógeno, 
solubilizar fosfatos, producción de sideróforos y fitohormonas. Existe una gran población de microorganismos que ayu-
dan a fertilizar los suelos, entre ellos el género Azotobacter. La presente investigación tuvo como objetivo la evaluación 
de parámetros para una producción potencial de Azotobacter sp a gran escala. Se procesaron un total de 15 muestras 
de suelos provenientes de la provincia de Rioja, región de San Martín, Perú, para el aislamiento de bacterias del género 
Azotobacter y se midieron las capacidades de fijación de nitrógeno, producción de fitohormonas e índice de solubilización 
de fosfatos. La mejor cepa promotora de crecimiento fue cultivada en condiciones batch para evaluar los parámetros de 
producción. Se aislaron 18 cepas correspondientes al género Azotobacter de las cuales las cepas 1I y 1F resultaron con 
mejores promedios para la fijación de nitrógeno con 2.0496 mgL-1, 1.428 mgL-1 respectivamente, la cepa 1F mejor produc-
tora de fitohormona logrando 54.972 mgL-1, seguida de la cepa 1G con 52.526 mgL-1, el mayor índice de solubilización de 
fosfatos fue de 3.0 correspondiente a la cepa 1F.  Se concluye que la mejor cepa promotora de crecimiento es la F1 y los 
parámetros optimizados para la producción a escala corresponden a 120 RPM, pH 7, a 30 °C y 1VVM donde se logra una 
mayor velocidad específica de crecimiento (µmax) en comparación con las otras combinaciones de variables. 

Palabras clave: Biofertilizantes; Azotobacter; Solubilización de fosfatos; Acido indol acético.

SUMMARY
Biofertilizers are microorganisms that enhance the productivity and health of crops, help nitrogen fixation, solubilize phos-
phates, produce siderophores and phytohormones. There is a large community of microorganisms that help fertilize the 
soil, one of them being the genus Azotobacter. The aim of the present research is the evaluation of parameters for potential 
production of Azotobacter sp on a large scale. 15 soil samples from the Rioja province in San Martin, Peru, were processed 
for Azotobacter isolation and nitrogen fixing capacity, phytohormone production and phosphate solubilization index were 
measured. The best growth promoting strain was cultured in batch conditions to evaluate production parameters. Out of 
the 18 Azotobacter strains isolated, 1I and 1F showed the best results for nitrogen fixation with 2.0496 mgL-1, 1.428 mgL-1, 
respectively; the 1F strain had the highest phytohormone production with 54.972 mgL-1, followed by 1G strain with 52.526 
mgL-1; the highest phosphate solubilization index was shown by 1F strain with 3.0. It was concluded that the best growth 
promoting strain was 1F and the optimized parameters for scaling production were 120 RPM agitation, ph 7, 30 oC and 
1VVM were the highest specific growth rate (µmax) was achieved, compared to the other variable combinations.
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INTRODUCCION
El uso indiscriminado de fertilizantes químicos, cultivos 
que no se adecuan a determinados suelos, manejo in-
adecuado de suelos, etc., han provocado una progresiva 
pérdida o desbalance de los elementos químicos1.

Los fertilizantes químicos ayudan a restituir los nu-
trientes removidos del suelo por las plantas durante 
su proceso de desarrollo, el fertilizante químico más 
conocido es el amoniaco el cual debe mantenerse en 
las cantidades y proporciones adecuadas2. Los biofer-
tilizantes son productos biotecnológicos que contie-
nen microorganismos vivos o latentes que aumentan 
la productividad y sanidad de los cultivos, ayudan a 
fijar nitrógeno, solubilizar fósforo, fosfatos insolubles, 
fitohormonas3.

Los microorganismos que juegan un rol importante en 
este proceso natural de fijación de nitrógeno son las bac-
terias del género Azotobacter spp, las cuales tienen una 
capacidad sobresaliente de fijación de nitrógeno y son 
denominadas biofertilizantes porque pueden ayudar a 
mitigar los efectos de la falta de nitrógeno mejorando 
así la calidad de las cosechas, regenerando de manera 
gradual la disponibilidad de nitrógeno orgánico en los 
suelos4 ; pero debido a la carencia de materia orgánica en 
los suelos hace que su población no sea muy abundante 
y esto se convierte en un limitante para utilizarlo a esca-
la, por lo que es menester hacer cultivos en el laboratorio 
para su posterior uso en el campo5.

En el presente trabajo se investigó la presencia de bac-
terias nativas del género Azotobacter, a partir de suelos 
cafetaleros, con capacidades promotoras de crecimiento, 
para luego seleccionar la mejor y determinar los princi-
pales parámetros que permitan su mejor crecimiento a 
nivel de biorreactor por cultivo bach. 

METODOLOGÍA 
Muestreo:

Las muestras fueron colectadas de acuerdo con la meto-
dología propuesta por Flores6 en la provincia de Rioja 
perteneciente al Departamento de San Martin, se reco-
lectaron suelos próximos a la rizósfera de las plantas de 
café, a 20 cm de profundidad. Para el efecto se segmentó 
una hectárea de terreno en 20 cuadrantes en cada una 
de las cuales se recogieron las muestras siguiendo un pa-
trón en zig-zag. Cada muestra de aproximadamente 100 
g fue recogidas y almacenadas en bolsas ziplot estériles 
para evitar contaminación con material orgánico forá-
neo y se conservaron en cajas de tecnopor a 2-5 oC con 
la ayuda de gel packs para su inmediato transporte y 
procesamiento en laboratorio.

1. Aislamiento de microorganismos 

a. Aislamiento

Las muestras de suelo fueron tamizadas y enriquecidas 
en caldo Winogradsky a 30 ºC en incubadora con agi-
tación continua (150 rpm) por 92 h. Inmediatamente 
finalizado el tiempo de incubación, se procedió a diluir 

1 mL de la muestra enriquecida en un tubo con 9 mL de 
solución salina (0.98 % de NaCl), constituyendo ésta la 
dilución 10-1, se continuó diluyendo en serie hasta 10-7.  

Las 3 últimas diluciones 10-5, 10-6 y 10-7 se sembraron 
por diseminación, con ayuda de las espátulas de Drigals-
ky, en Agar Ashby un medio sólido libre de nitrógeno 
(Manitol 20.0 gL-1, K2HPO2 0.2 gL-1, MgSO4. 7h20 0.2 
gL-1, NaCl 0.2 gL-1, KSO2 0.1 gL-1, CaCO3 5.0 gL-1 y 
agar 17.0 gL-1), las cuales se incubaron a 28 °C por 5 
días hasta la obtención de colonias características del gé-
nero Azotobacter, se realizaron réplicas sucesivas en placa 
con Agar Ashby7 para verificar la pureza de las colonias 
seleccionadas y preservarlas en medio sólido Tripticasa 
de soya a 4 °C.

b. Pruebas bioquímicas 

Previamente se describieron y evaluaron las caracterís-
ticas culturales de las colonias en cuanto a su tamaño, 
forma, elevación y margen. Luego se realizaron colora-
ciones Gram y se preseleccionaron las cepas con las si-
guientes características (colonias grandes, viscosas, baci-
los Gram negativos, producción de pigmentos oscuros, 
motilidad positiva) para las siguientes pruebas bioquí-
micas8: oxidasa, catalasa, ureasa, consumo de carbohi-
dratos: glucosa, manitol, lactosa7, presencia de quistes 
en cultivos viejos y Ashby + benzoato para verificación 
de pigmentos. Las cepas presuntivas al género Azotobac-
ter fueron criopreservadas en medio tripticasa de soya 
semisólido con glicerol como agente crioprotector al 25 
% (v/v) a una temperatura de -20 °C.

2. Evaluación de las capacidades diazotróficas de 
las cepas aisladas

a. Determinación de Fijación biológica de

 Nitrógeno

Se procedió a la reactivación de las cepas microbianas 
en caldo tripticasa, a 25 °C por 48-72 horas, una vez 
crecida la cepa se procedió a su inoculación en 20 mL de 
medio Burk,(MgSO4 0.2 gL-1, FeSO4 0.005 gL-1, KPO4 
0.2 gL-1, K2PO4 0.8 gL-1, Na2MoO4 0.00024 gL-1, glu-
cosa 5 gL-1, ClCa2 gL-1) y se incubó  a 28 °C por 72 
horas a 120 rpm.

Una vez terminado el período de incubación, se proce-
dió a añadir los reactivos reveladores según la metodo-
logía de Lara9, para ello se centrifugó el medio Burk a 
2500 rpm por 20 minutos recuperando 10 mL del so-
brenadante, al que se adicionó 5 mL KCl 2M, dejando 
reposar por 1 hora. Culminado el tiempo se tomaron 
5 mL del reposado y se añadieron los siguientes reacti-
vos en el siguiente orden: solución alcohólica de fenol 
al 10 % (0.4 mL), nitroprusiato de sodio al 0.5 % (0.4 
mL) y solución oxidante compuesta por hipoclorito de 
sodio, hidróxido de sodio y citrato de sodio (2 mL). Se 
agitó y dejó en reposo por 1 hora para luego leer en 
el espectrofotómetro UV/visible a 632.9 nm utilizando 
un software MetaSpecPro8. Los ensayos se realizaron por 
triplicado. 
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b. Determinación de producción de ácido indol 
acético

Luego de la reactivación de las cepas microbianas en cal-
do tripticasa, a 25 °C por 48-72 horas, se inocularon en 
20 ml de caldo triptófano (peptona de caseína 5.0 gL-1, 
NaCl 5.0 gL-1, extracto de levadura 3.0 gL-1, extracto de 
carne 1.0 gL-1 y L-triptofano 2.0 gL-1), incubándose a 28 
°C por 72 horas a 120 rpm10.

Para el análisis colorimétrico, se procedió a centrifugar el 
caldo triptófano a 3000 rpm por 10 minutos recuperan-
do el sobrenadante, posteriormente se separó 1 mL del 
sobrenadante y se agregó 1 mL del reactivo de Salkows-
ki (cloruro férrico y ácido sulfúrico 18M11) dejando en 
reposo por 30 minutos en cámara oscura. Finalmente 
se realizó la lectura de absorbancia a una longitud de 
onda de 530nm en un espectrofotómetro UV/visible, 
utilizando el software MetaSpecPro. Los ensayos se rea-
lizaron por triplicado.

c. Determinación de la solubilización de fosfatos

Las cepas se sembraron en caldos de tripticasa para su 
reactivación, a 25 °C por 48-72 horas; posteriormente 
según Carrillo12, se sembraron en agar Sundara Rao Sin-
ha (KH2PO4 0.2 gL-1, K2HPO4 0.8 gL-1, MgSO4.7H2O 
0.2 gL-1, CaSO4 0.1 gL-1, MoO3 0.001 gL-1, Sacarosa 
5.0 gL-1, FeSO4.7H2O 0.04, Agar 15 gL-1 y púrpura de 
Bromotimol 0.5 gL-1) mediante la técnica de moteado.  
Se consideró positivo para la solubilización el cambio de 
color del indicador púrpura a amarillo y la formación de 
un halo translúcido alrededor de la colonia después de 
una incubación a 28 °C por 4 días11. Los ensayos se rea-
lizaron por triplicado. Finalmente, se calculó el índice 
de solubilización mediante la siguiente fórmula:

𝑰𝑰𝑰𝑰 =  𝑫𝑫 
𝒅𝒅  

D: diámetro de la colonia + halo 

d: diámetro de la colonia

Las colonias que evidenciaron halos amarillos, fueron 
probadas en medio Pikovskaya (Extracto de levadura 
0.5 gL-1,  Dextrosa 10 gL-1,  CaSO4 5 gL-1, (NH4)2SO4 
0.5 gL-1, KCl 0.2 gL-1, MgSO4.H2O 0.1 gL-1,  MnSO4.
H2O 0.0001 gL-1,  FeSO4.H2O 0.0001 gL-1, Agar 15 
gL-1), considerando como positivos la presencia de halos 
translúcidos alrededor de la colonia, para evidenciar la 
solubilización de fosfato.

3. Evaluación de variables para el proceso de pro-
ducción de biomasa

La cepa con mejores características de promoción de 
crecimiento vegetal fue cultivada en el biorreactor Bios-
tat A (Sartorius) y se analizaron las siguientes variables 
que influyen en el crecimiento microbiano: pH, agita-
ción, temperatura (tabla 1) 

Se trabajó con un volumen de 1.0 L en medio caldo 
tripticasa de soya con un inóculo de 3x108 UFCmL-1. 
La evaluación de los parámetros se realizó en función de 
la biomasa generada, para lo cual se evaluó la cinética de 

crecimiento microbiano. Una vez inoculado y homoge-
nizado el medio se determinó la biomasa inicial, para 
lo cual se tomó 2 mL. de muestra, se centrifugó a 2500 
rpm y se realizó, por dos veces, un lavado celular con 
solución salina 0.85 %. Esta muestra fue utilizada para 
determinar la biomasa inicial, correspondiente al tiem-
po cero, mediante espectrofotometría a 600 nm en un 
espectrofotómetro UV Visible Modelo UV – VIS 5200. 
El procedimiento se repitió cada dos horas hasta com-
pletar las 30 horas programadas para cada combinación 
de las variables programadas (tabla 1).

Tabla 1. Parámetros establecidos para la producción del género 
Azotobacter.

PARÁMETROS 30 °C 28 °C

A
G

IT
A

C
IÓ

N 80 rpm
pH 7 a* b*

pH 6 c* d*

120 rpm
pH 7 e* f*

pH 6 g* h*

*a, b, c, d, e, f, g, h, i: indica la µmax por cada cinética bajo los parámetros 
establecidos.

Se aplicaron análisis estadísticos como análisis de super-
ficie de respuesta, análisis ANOVA con un α=0.05 y di-
seño factorial a través de un paquete estadístico Infostat.

RESULTADOS 
1. Aislamiento de microorganismos

Se recuperaron un total de 24 cepas en los medios Ashby 
y Winogradsky, de los cuales 18 representaron un 67 % 
de los aislados presuntivos para el género Azotobacter.

Figura 1. A: Macrocolonias de Azotobacter sp en medio Ashby, 
vista desde estereoscopio 8X. B: Producción de pigmentos de 

Azotobacter sp. En Agar Ashby con benzoato.

2. Evaluación de las capacidades diazotróficas de las 
cepas aisladas

a. Determinación de Fijación biológica de Nitrógeno

Se determinaron las concentraciones fijadas de nitróge-
no atmosférico, midiendo la concentración de amonio 
(NH3) por el método de Berthelot que van desde 0.93 
mgL-1 hasta 2.7 mgL-1, previamente se determinó la curva 
patrón a partir de concentraciones de ClNH4 para extra-
polar las absorbancias medidas en el ensayo, donde se re-
gistraron valores de R2 de 0.9893. 
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Tabla 2. Valores de nitrógeno fijado de las cinco mejores cepas 
de Azotobacter sp 

Código de cepa Nitrógeno fijado NH3 mgL-1

1I 2.0496 

1F 1.428

1G 1.3189

2D 1.0689

1E 0.9322

b. Determinación de producción de ácido indol 
acético

La producción de fitohormonas, específicamente ácido 
indol acético, realizadas por las cepas aisladas presunti-
vas a Azotobacter sp fue desde 15.013 a 57.829 mgL-1, 
teniendo una curva patrón cuya una ecuación de la recta 
fue Y= 0.0551X+0.0134 extrapolando las absorbancias 
obtenidas (tabla 3).

Tabla 3. valores de ácido indol acético producido por las cinco 
mejores cepas de Azotobacter sp.

Código de cepa Ácido indol acético mgL-1

1G 52.526

1F 54.972

1E 23.688

2G 25.1

2F 15.43

c. Determinación de la solubilización de fosfatos

Los halos de solubilización en los medios SRSM mues-
tran índices de solubilización de hasta un valor de 3. 
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Figura 2. Valores máximos de índices de solubilización en medio 
SRSM de 5 cepas seleccionadas.

Figura 3. A: Medio SRSM de la cepa 1F. B: Medio Pikovskaya de 
la cepa 2D, evidenciando halos de solubilización de fosfatos.

3. Evaluación de las variables para el proceso de pro-
ducción de biomasa

La evaluación de crecimiento de la cepa 1F en el biorre-
actor, utilizando las diversas combinaciones de variables 
programadas en la tabla 1, se realizó a través de la gene-
ración de biomasa, velocidad de crecimiento; resultado 
de la interpretación de la cinética de crecimiento para 
cada combinación. Los dos mejores resultados están re-
presentados en la gráfica 4 y 5.

Tabla 4. Velocidad de crecimiento de las respectivas cinéticas 
de crecimiento de la cepa 1F, cultivado en bach a las diferentes 
combinaciones de parámetros.

Cinética µmax

a 0.1064 h-1

b 0.0946 h-1

c 0.0823 h-1

d 0.0623 h-1

e 0,1503 h-1

f 0.1214 h-1

g 0.0937 h-1

h 0.0745 h-1

DISCUSIÓN
El género Azotobacter, al ser un microorganismo fijador 
de nitrógeno atmosférico, presenta potencial como ferti-
lizante natural de los suelos. Comparando las caracterís-
ticas morfológicas, se lograron aislar 24 cepas acorde en 
tamaño, forma, elevación y margen, las pruebas bioquí-
micas evidenciaron presunción del 67 % para identifica-
ción del género Azotobacter según Bergey’s13.

Los valores de fijación de nitrógeno (ver tabla 2) son 
comparados con los expuestos por Escobar et al.14, don-
de el aislamiento de cepas identificadas como Azoto-
bacter alcanzan valores de hasta 1.64 mgL-1 de amonio 
producido, otros autores como Lara et al.9 reportan va-
lores de nitrógeno fijado en forma de amonio (NH4) 
de hasta 5.1743 mgL-1. También, se evidenció que la 
concentración de ácido indol acético producido por es-
tos microorganismos es considerado alta (ver tabla 3), 
Clavijo et al.15 reportan valores de producción de ácido 
indol acético de bacterias de la rizósfera en un rango 
de 2.42 hasta 46.47 µgmL-1, mientras que Escobar et 
al.14 encuentran que sus cepas aisladas del género Azo-
tobacter sintetiza valores de 7.10 hasta 57.99 mgL-1. Por 
otro lado, la biodisponibilidad de fosfatos es un factor 
muy importante en la fertilización de suelos, los índices 
de solubilización del género Azotobacter demuestran la 
capacidad que tiene este microorganismo para aportar 
de ortofosfatos a los suelos de cultivo, Kumar et al.16 
utilizando medio Pikovskaya reportaron índices de so-
lubilización de hasta 2.3 por Azotobacter chroococcum 
mutants, los índices de solubilización reportados en la 
presente investigación en el medio SMRS son valores de 
0.33 hasta valores de 3 (figura 2).
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Respecto a la evaluación de parámetros para la produc-
ción de biomasa, los resultados encontrados en esta in-
vestigación (figura 4-5) evidenciaron claramente que los 
parámetros como temperatura, pH y agitación son deter-
minantes en el crecimiento de especies como Azotobac-
ter (cepa 1F). La variación de la temperatura, aunque sea 
mínima, aumentará la velocidad de crecimiento debido 
a que también aumenta la reacción catalizada por enzi-
mas17. De acuerdo a los resultados de la cinética de creci-
miento (figuras 4 y 5) se nota claramente que a 30 °C de 
temperatura se logra la mayor velocidad de crecimiento 
0,1503 h-1  para la cepa seleccionada (cepa 1F) y la cul-
minación de la fase exponencial, por tanto de cosecha, a 
las 7 horas de cultivo a nivel de laboratorio; a diferencia 
del proceso a 28 °C donde la velocidad de crecimiento 
es menor 0.1214 h-1  y la generación de biomasa es me-
nor. En este caso una comparación entre 28 °C y 30 °C 

permitió determinar la temperatura óptima a 30 °C al 
igual que Dhanasekar et al.18 utilizando como fuente de 
carbono glucosa y optimizando parámetros de pH (7.5) 
y temperatura (30 °C), obtuvieron valores de µmax 0.091 
h-1 y Mukhtar et al.19 quienes obtuvieron resultados si-
milares con los parámetros óptimos de 30 °C y un pH 
de 7 obteniendo valores máximos de biomasa de 0.75 
mgmL-1. En cuanto al pH, el valor óptimo de 7 con el 
que se trabajó en esta investigación presenta similitud con 
lo obtenido por Mukhtar19, donde a pesar de que trabaja-
ron con diferentes géneros de Azotobacter todas crecieron 
óptimamente a pH neutro. Algunas investigaciones in-
dican diferentes valores de pH que van desde 6.820 hasta 
7.517. Por último, la variación en la agitación se encontró 
valores similares a los reportados para la cepa 1F. Espe-
cies como Azotobacter chroococum reportado por Galal & 
Ouda20 pueden lograr una mayor cantidad de biomasa a 
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Figura 4. Cinética de crecimiento “e” de la cepa 1F, con parámetros 120 rpm, pH 7, 30 °C y 1VVM de aireación. El máximo de biomasa 
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Figura 5. Cinética de crecimiento “f” de la cepa 1F, con parámetros 120 rpm, pH 7, 28 °C y 1VVM de aireación. La biomasa generada 
es menor a “e” al igual que la cinética de crecimiento 0.1214 h-1. Fuente: elaboración propia.
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170 rpm, Camelo21 comprobó que elevando el nivel de 
aireación se obtiene mayor biomasa al igual que Peña22, 
el cual indica que especies como Azotobacter debido a sus 
específicas necesidades metabólicas tienen un estrecho 
rango óptimo de crecimiento eficiente.

CONCLUSIONES
Se concluye que la mejor cepa nativa promotora de cre-
cimiento vegetal, aislado de suelos cafetaleros, es la cepa 
1F y los parámetros que permiten su mejor crecimiento 
a nivel biorreactor y cultivo batch corresponden a 120 
rpm de agitación, 7 de pH, a una temperatura de 30 
°C y 1 VVM de aireación. por lo tanto, se le considera 
potencialmente promotor de crecimiento para el cultivo 
de Coffea arabica.
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