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Extraccion de almidon por método seco y hiimedo de papa

Daniel Alberto Franco Pineda ;| Diana Carolina Galvez Coy, Jhojan Estefan Buitrago Péez,
Eliana Valentina Dévila Vallejo
Grupo de investigacion EAYER, Centro de Automatizacién Industrial,
Tecnoacademia SENA Regional Caldas

Abstract

The potato is one of the most important foods for
humanity, in Colombia there are about 250 varieties of
which only 7 are consumed, apart from being a food for
daily consumption, it is a source of starch. This study
aims to evaluate two methods of starch extraction from
potatoes. The remaining residues of the potato crops will
be taken, as well as all those potatoes that are not sold
in supply plants and are specific as waste. The potatoes
were peeled and chopped, one part was dried and then
ground to flour, while the other part was taken to a 1:1
suspension in deionized water and liquefied to obtain the
starch by decanting the juice, this It was taken to an
oven to have the starch in dry form. The products were
screened to remove impurities and micrographs were do-
ne under an SEM microscope, to observe the shape and
particle size.

Keywords— Starch, potato, agricultural waste, wet met-
hod, dry method.

Resumen

La papa es uno de los alimentos més importantes para la
humanidad, en Colombia existen alrededor de 250 variedades
de las cuales solo 7 son consumidas, esta aparte de ser un
alimento de consumo diario, es una fuente de almidon. Este
estudio pretende evaluar dos métodos de extraccion de almi-
doén a partir de papa. Se tomaran los residuos que quedan
de las cosechas de papa, asi como todos aquellos tubérculos
que no sean vendidos en centrales de abasto y sean conside-
rados como residuos. A las papas se les quito la cascara y se
trocean, una parte fue secada y posteriormente molida hasta
harina, mientras que la otra parte fue llevada a suspension
1:1 en agua desionizada licuada para obtener el almidén por
decantacion del jugo resultante, este fue llevado a un horno
para tener el almidéon en forma seca. Los productos fueron
tamizados para eliminar impurezas y se les hizo micrografias

*Grupo de investigacion EAYER, Tecnoacademia, Centro
de Automatizacién Industrial, Sena Regional Caldas. Co-
rreo:dfrancop@sena.edu.co

en un microscopio SEM, para observar la forma y el tamano
de particula.

Palabras clave— Almidon, papa, residuos agricolas, mé-
todo hiumedo, método seco.

Introduccion

El almidén es ampliamente utilizado en la industria alimen-
taria, farmacéutica, quimica y textil, por sus diversas funcio-
nes como gelificacién, estabilizacion y espesamiento, ademaés,
es un recurso abundante, renovable y biodegradable [1]. Se
puede obtener de las raices y tubérculos de diversas plantas,
ya que es su principal componente. Dependiendo de la fuente
de obtencién los granulos de almidon pueden tener diferentes
formas y tamaifios. Para aplicaciones industriales alimentarias
el almidén de papa ha sido de gran relevancia debido a su alta
pureza en comparaciéon con los obtenidos de otras fuentes y
su alto contenido de fosfatos. Los métodos mas comunes para
la obtencion de almidén de papa consisten en una extracciéon
en seco y otro método de extraccion en htiimedo. Por estos
motivos el principal objetivo del trabajo fue extraer almidén
de papa comparando el método hiimedo y seco, para ambos
meétodos se usaron papas que no fueron vendidas en centrales
de abasta o que, por sus condiciones, ya sean tamafo o con-
dicion fisica, fueron tomadas como residuos de las cosechas.

Metodologia

Las papas fueron lavadas con agua, y luego se les removio
la céscara con un cuchillo de cocina, en este punto fueron
pesadas y se dividieron en dos partes iguales, para obtener
almidén por los dos métodos evaluados.

Método Seco: La materia prima fue lavada con agua desio-
nizada para eliminar impurezas presentes y se procedi6 con el
troceado en rebanadas circulares, dejando un espesor de mas
o menos 3mm. Posteriormente se pasa a un horno de convec-
cion forzada marca Binder y se programoé una temperatura de
40°C, la papa se dejo en calentamiento 16 horas para retirar
la humedad. Una vez pasado este tiempo, se trituré en un mo-
lino de cuchillas hasta harina. Este polvo fino se hace pasar
por una serie de mallas para retirar impurezas y se almacena
en bolsas de polietileno [2].
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Método Humedo: La otra mitad de las papas se lavan con
agua desionizada, posteriormente se cortan en pedazos de més
o menos 2cm de lado. Estos trozos pequefios se llevan a un
proceso de trituracién con agua desionizada en relacion 1:1
en una licuadora, la mezcla resultante se hace pasar por una
muselina, el jugo se recoge en un Beaker. La masa retenida
en la muselina es pesada nuevamente y llevada a la licuadora
con agua desionizada en una relacion 1:1, y filtrada de nue-
vo; este proceso se repite tres veces; en cada paso el jugo es
recolectado en un Beaker y se deja que el almidén se decante
durante 14 horas, pasado este tiempo se elimina el sobrena-
dante, y el precipitado es puesto en charolas de plastico de
25235¢m en un horno de conveccién forzada a 40°C durante
12 horas. Obtenido el almidén seco este se tritura en un mor-
tero para obtener un polvo fino que es tamizado para eliminar
impurezas y almacenado en bolsas de polietileno [3].

Discusién y andlisis de resultados

Se emplearon 6000 kilos de papa sin cascara que fueron se-
paradas en dos partes, para ser procesadas por los diferentes
meétodos; por el método humedo se obtuvieron 268,8gr de al-
midén seco y tamizado; mientras que por el método seco se
obtuvieron 322,5gr de almidén seco y tamizado, lo que da un
rendimiento en la obtencién de 8,96 % y 10,75 % respectiva-
mente, como referencia se tiene que la papa contiene entre un
18 % a 23 % de almidén, por lo cual por ambos métodos se
obtuvo entre el 44 % y el 53 % del almidén presente.

El método seco da un mayor porcentaje en cuanto a la
recuperacion de almidon, pero este porcentaje puede ser en-
ganoso, ya que al pulverizarse todo el producto deshidratado
también hay presentes otros elementos que constituyen los
componentes de la papa, tales como minerales, grasas y ceni-
zas.

Figura 1: Aprendices del semillero de Nanotecnologia de
la Tecnoacademia Manizales, cortando las papas selec-
cionadas

Las imagenes 4 y 5 muestran las imagenes obtenidas por
microscopia electrénica de barrido del almidén obtenido por
el método humedo y seco respectivamente; como se puede
observar el en la imagen 5 se ve que los granos de almidén
forman aglomeraciones y presentan una morfologia mas cam-
biante, que va desde particulas esféricas a ovaladas y amorfas;
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Figura 2: Bandejas con almidén decantado en el método
htimedo

Figura 3: Bandeja con papa en rebanadas para obtencion
de almidén por método seco

Figura 4: Almidén obtenido por método humedo

Figura 5: Almidén obtenido por método seco

mientras que en la imagen 4, el almidén no forma ninguna
aglomeracion y hay mas uniformidad en la distribucién del
tamano de particulas.
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Conclusiones

Ambos métodos dan porcentajes de recuperacion de almi-
doén similares, pero el producto final es diferente cuanto al
color y la forma como se distribuyen los granos. Los porcen-
tajes no llegan a ser superiores debido a las pérdidas que se
tienen en las diferentes etapas del proceso tales como la tri-
turacién, procesos de decantacién y tamizaje.

Referencias
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ROBOT DESMINADO HUMANITARIO AUTOMIN -1

John Alexander Ortiz Torres ; Alexander Londofio Preciado, Carlos A Chica,
Sebastian Castafio, Brayan Alvarez, Sergio Diaz
Grupo de investigacion EAYER, Centro de Automatizacion Industrial,
SENA Regional Caldas

Abstract

The indiscriminate use of anti-personnel mines in Co-
lombia has been a regular activity of outlaw armed
groups for several decades, causing the death and dis-
memberment of soldiers, children and women. The era-
dication of anti-personnel mines is a process that, in ad-
dition to being costly, is complex because of the difficulty
of accessing specialized equipment to mined land, anti-
personnel mines are land-type and are designed to kill or
incapacitate their Victims. Some mines have inside them
toe, balinese, pieces of can and glass, combined with ex-
crement, with acid or poisons to infect or poison people.
The CAD PLM, CAD CAM, CNC, electronic, and radio
control technologies present at the Industrial Automa-
tion Center of the Regional Caldas, become an appro-
priate means for the construction of a demining robot,
compact size, disassembled in several parts and opera-
ted by radio control that provides better performance
in hard-to-reach terrain, thus reaching farther for easy
transport of troops, value-added that do not have the
current robust equipment used by the armed forces to
this purpose, thus providing better security to personnel
in charge in the eradication of anti-personnel mines in
Colombia.

Keywords— Demined, robot, Desing, locomotion, spider,
load, artifact

Resumen

El uso indiscriminado de minas anti persona en Colombia
ha sido una actividad habitual de los grupos armados fuera
de la ley durante varias décadas, causando la muerte y des-
membramiento de soldados, ninos y mujeres. La erradicacion
de las minas antipersona es un proceso que ademas de costo-
so, es complejo por la dificultad que representa el acceso de
equipos especializados a terrenos minados, las minas antiper-

Au-
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sonas son de tipo terrestre y estan disefiadas para matar o
incapacitar a sus victimas. Algunas minas tienen en su inte-
rior puntillas, balines, pedazos de lata y vidrios, combinados
con excremento, con acido o venenos para infectar o envene-
nar a las personas Las tecnologias CAD PLM, CAD CAM ,
CNC, electronica, y radio control presentes en el Centro de
Automatizacién Industrial de la Regional Caldas, se convier-
ten en un medio apropiado para la construcciéon de un robot
de desminado, de tamano compacto, desarmable en varias
partes y operado por radio control que proporciona un mejor
desempeno en terrenos de dificil acceso, llegando asi a lugares
mas alejados para facil transporte de las tropas, valor agrega-
do que no tienen los robustos equipos actuales utilizados por
las fuerzas armadas para este proposito, brindando asi una
mejor seguridad al personal encargado en la erradicacion de
minas antipersonas en Colombia.

Palabras clave— Desminado, robot, disefio, locomocion,
arafa, carga, artefacto

Introduccion

En la construcciéon del robot de desminado humanitario
AUTOMIN-1 en su parte investigativa se evalué y desarrollo
varios prototipos, la topografia colombiana y el clima, hace
que este cuente con varias condiciones especificas en su uso
y que cumpla su proposito, en el desarrollo se realizaron di-
ferentes tipos de mecanismos, en traccion, direcciéon, torque,
velocidad, radio control y video. Se utilizaron herramientas
digitales, la parte de disefo se ejecutoé con software Solid-
Works y se aplico PLM y PDM, con software MasterCam
mecanizado, programacion y rutas de trabajo, el mecanizado
de las piezas en los centros mecanizado fresa y torno CNC,
en radio control se realizaron mezclas que no son originales
de este, en el Body se aplicaron técnicas de disefo, las ruedas
disenadas y mecanizadas en el ambiente de CAD CAM son
producto de varias pruebas, la parte de electrénica ensamblo
un dispositivo para la detonaciéon a control remoto de carga
hueca cumpliendo con el protocolo de desminado.

Objetivos del proyecto:

= Disminuir una problemaética de carécter social y econé-
mico con la cual dia a dia se ven afectadas més personas
en Colombia, desactivar una mina antipersonal y adqui-
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rir una proétesis tienen un gran costo.

= Hallar una mina que sea potencialmente causante de da-
fio y detonarla de forma efectiva y segura, sin arriesgar
la vida de un ser humano.

= Aporte al bienestar social y econémico protegiendo el
medio ambiente de diversas regiones principalmente en
zonas rurales para el trabajo agricola y la exploracion
del campo.

= Disenar y fabricar un Robot para el desminado humani-
tario en zonas con campos afectados por minas antiper-
sona.

= Dimensionar el sistema de locomocién mediante proto-
tipo virtual que caracterice las variables mecéanicas.

= Implementar banco de pruebas que permita validar el
sistema de energia alternativo, locomociéon y funciona-
miento del prototipo a escala.

= Fabricar e integrar los componentes del robot cumplien-
do especificaciones técnicas del disefo.

El Automin-1 se encargaria de implosiéonar el artefacto, lo
que minimizaria el riesgo de pérdidas humanas o lesiones.
Después de la demarcacion el robot se dirige a la zona guiado
con la camara, se ubica al frente de la mina y alli suelta
la arana (contiene una carga hueca dirigida con indugel) al
frente del artefacto explosivo. Tras alejarse entre los 80 o 100
metros, el operador del Automin-1 detona el dispositivo que
tiene la arafia y explota la carga que lleva, esta implosién la
mina. El proceso se realiza con un control que envia la senal
al chip que tiene la arana.

Figura 1: Robot Automin - 1

Metodologia
s Administracion PLM (Gestién del Ciclo de Vida del Pro-
ducto)

= Desarrollo CAE (Elaboracion Virtual de Prototipos So-
lidWorks).

s Desarrollo CAD/CAM (Disefio y Fabricacion asistida
por Computadora).

» Administracion documental PDM (Gestion de datos del
Producto
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Fase 1: Analisis de informacién estado del arte y
recoleccion de datos

Se cree que en 1970 aparecieron las minas antipersonal en
Colombia. Mientras el Ejército protegia con ellas los batallo-
nes y las lineas de comunicacion, el Eln y las Farc descubrieron
que eran ideales para cuidar cultivos ilicitos y detener la ofen-
siva del Ejército. Hasta los paramilitares recurrieron a ellas.
Por décadas fueron el arma perfecta: evitaban la confronta-
cién directa entre los actores armados. Pero a mediados de
los afios noventa el mundo tomé conciencia del dano indiscri-
minado que ocasionaban a los civiles y las prohibié a través
del Tratado de Ottawa, firmado el 3 de diciembre de 1997. En
Colombia el Ejército retir6 las que tenia instaladas, nunca las
volvié a usar y desde entonces lucha por erradicarlas. Sin em-
bargo, la guerrilla y los paramilitares aprendieron a hacerlas
cada vez mas baratas, daninas y dificiles de detectar.
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Figura 2: Foto Ana Vallejo — El Enemigo Oculto

Fase 2: Diseno y evaluaciéon de alternativas.

Prototipo basado en un vehiculo todo terreno por gusano o
tornillo. Fordson, vehiculo para la nieve de 1926 de propulsién
a tornillo fue desarrollado por la Armstead.

Figura 3: Bocetos Tornillos o Hélice o Gusano

Fase 3: Fabricaciéon de prototipo.

En 1907, James y Peavey Ira, fueron literalmente obligados
a crear un tornillo para ayudar a torpes maquinas en Maine.
La méquina resulté muy util, ya que el tornillo de propulsién
podia mover todo lo que queria mueve a través de la nieve y
el barro y todo tipo de condiciones desagradables. Tampoco
habia que preocuparse por quedar atrapados en las pistas,
(lo que pasa con una oruga) y ya que habia muchas menos
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piezas moéviles que eran mas faciles de mantener. Aqui hay
una version 1929 de un tractor de traccion de tornillo -(Ford
son concepto de la maquina de nieve).

Figura 4: Prototipo de Tornillos o Hélice o Gusano

Fase 4: Diseno y Desarrollo de sistema de control.

El Automin-1 se encargaria de implosiénar el artefacto, lo
que minimizaria el riesgo de pérdidas humanas o lesiones.
Después de la demarcacioén el robot se dirige a la zona guiado
con la camara, se ubica al frente de la mina y alli suelta
la arana (contiene una carga hueca dirigida con indugel) al
frente del artefacto explosivo. Tras alejarse entre los 80 o 100
metros, el operador del Automin-1 detona el dispositivo que
tiene la arafia y explota la carga que lleva, esta implosién la
mina. El proceso se realiza con un control que envia la senal
al chip que tiene la arana.

Figura 5: Prototipo Ruedas de Hélice — Prototipo Arana

Fase 5: Integraciéon de sistemas.

Las tecnologias CAD CAM , CNC, electrénica, y radio con-
trol se convierten en un medio apropiado para la construccién
de robots de desminado humanitario que cumplan con una

SENN@VA
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funcién especifica y que tenga un muy buen desempefio en la
topografia dificil de nuestro pais.

Figura 6: Prototipo Automin -1, sistema eléctrico y elec-
tronico.

Fase 6: Pruebas, validaciéon y ajustes.

Radio control: banda 2.4GHz-1.5km - 2 stick, 10 canales
Dimensiones: longitud 914mm-Ancho 790mm- Altura 510mm
Peso Aprox: 30kg. Velocidad promedio en terreno plano:
38km/h Autonomia: 1:5 Horas Sistema de alimentacion: 4
Baterias lipo pack multistar de alta capacidad 6700mAh Sis-
tema de ubicacion: Camara HD FPV, alcance (300 m a 1000
m

)

Figura 7: Prototipo Automin-1, sistema Céamara HD
FPV y Radio Control.

Discusiéon y analisis de resultados

Modelo tridimensional con planos de fabricacion en soft-
ware de disefio asistido por computador (CAD) SolidWorks,
en donde se identifican plenamente cantidad de componentes,
caracteristicas y materiales con sus dimensiones. Recoleccién
y analisis de datos que permitan mejorar y validar las fun-
ciones del prototipo a escala. Sistema de pinza con servos ac-
cionados desde el radio control para AUTOMIN-1. Modelado
de body software SolidWorks. Modelado de body en material
de POLIESTIRENO. El uso y articulaciéon de las tecnolo-
gias involucradas en la fabricacion del robot de desminado
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humanitario, las cuales aportaran su conocimiento especifico
en la implementacién de cada una de las funciones logicas y
mecénicas del robot que se veran reflejadas en un prototipo
funcional y pertinente en la soluciéon de un problema social.

Conclusiones

Con la construccion de este robot se lograra la disminu-
ci6n del tiempo y costos de erradicacion manual de minas
antipersona en zonas de dificil acceso, al igual que podra dar
empleabilidad a personas que se reincorporan a la vida civil.
En cuanto al disenio y manufactura, se construy6 con materia-
les confiables, reciclables como acetal, caucho, ABS, aluminio,
sus repuestos son comerciales y estandarizados, ayudando asi
con el medio ambiente. Su bajo peso le permite ser cargado
por un militar en su espalda como si fuera un morral militar
de campana. En la parte superior del robot se encuentra una
argolla cerrada en acero, que se utilizara para ser cargado por
un gancho desde un helicoptero y ser transportado a terrenos
de dificil acceso, de igual manera para extraerlo y llevarlo a
un nueva ubicacién o mantenimiento. Su manejo desde el ra-
dio control es muy sencillo, un stick principal para direccién,
avance y retroceso, el otro para la pinza de la carga hueca,
los canales de control A,B,C,D,E para aceleracion, velocidad,
camara. Gafas y cAmara HD FPV con un alcance de 1 km. El
Body del robot disenado en su geometria para evitar senales
de radar.

Referencias

[1] Oficina del Alto Comisionado para la Paz - Descontamina
Colombia.

[2] Landmine Monitor 2015. 2015.
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Seleccion de microorganismos promotores de crecimiento vegetal en

plantas de café variedad castillo naranjal

Cristian Alonso Rodriguez Gonzélez ; Juan Diego Silva Arboleda,
Adrian David Betancur Aristizabal,
Grupo de investigacion EAYER, Centro de Automatizacion Industrial,
Tecnoacademia SENA Regional Caldas

Abstract

Plant growth promoting microorganisms are called
those that are capable of stimulating the development of
plants by at least three mechanisms that are well descri-
bed in the scientific literature, which are: the production
of phytohormones, the solubilization of phosphates and
the fixation of nitrogen, in this work 36 microorganisms
were isolated, which were obtained from the roots of cof-
fee plants of the Castillo Naranjal variety, the microor-
ganisms were evaluated to determine their potential as
plant growth promoters, for this the Indole-Acetic Acid
(ATA) phytohormone production was quantified, the abi-
lity of microorganisms to solubilize phosphates and nitro-
gen fixation, of the initially isolated microorganisms, th-
ree of them showed potential as plant growth promoters,
the Gluconacetobacter diazotrophicus strain was among
all, the best producer of ATA and the only nitrogen fixer,
the Bacillus subtilis and Pseudomonas protogens strains
the only phosphate solubilizers, These microorganisms
have a high potential to be used in the formulation of
bio-inputs that allow strengthening the productive pro-
cess of the coffee sector, as they can generate a bene-
ficial impact both environmentally and economically in
the coffee growing of the region.

Keywords— Coffee growing, bacteria, fertilizers, bio-
inputs

Resumen

Se denominan microorganismos promotores de crecimiento
vegetal a aquellos que son capaces de estimular el desarrollo
de las plantas mediante al menos tres mecanismos que se en-
cuentran bien descritos en la literatura cientifica, que son: la
produccién de fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos y la
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fijacion de nitrégeno, en este trabajo se aislaron 36 microorga-
nismos, los cuales fueron obtenidos de las raices de plantas de
café de la variedad Castillo Naranjal, los microorganismos fue-
ron evaluados para determinar su potencial como promotores
de crecimiento vegetal, para ello, se cuantifico la produccién
de la fitohormona Acido Indol-Acético (AIA), la capacidad de
los microorganismos para solubilizar fosfatos y la fijacién de
nitrégeno, de los microorganismos aislados inicialmente , tres
de ellos mostraron potencial como promotores de crecimien-
to vegetal, la cepa Gluconacetobacter diazotrophicus fue entre
todas, la mejor productora de ATA y la tnica fijadora de ni-
trogeno, las cepas Bacillus subtilis y Pseudomonas protogens
las unicas solubilizadoras de fosfatos, estos microorganismos
poseen un alto potencial para ser empleados en la formulacién
de bioinsumos que permitan fortalecer el proceso productivo
del sector cafetero, pues pueden generar un impacto benefi-
cioso tanto ambiental como econémico en la caficultura de la
region.

Palabras clave— Caficultura, bacterias, fertilizantes,
bioinsumos

Introduccion

El café es actualmente uno de los productos de mayor im-
portancia en la economia colombiana, y uno de los mas com-
petitivos en la economia internacional, lo cual lo constituye en
un sector de influencia indiscutible en el desarrollo econémico
del pais [1].

Sin embrago el sector caficultor enfrenta diversos proble-
mas que afectan su sustentabilidad, la variabilidad econ6mica
ha hecho por ejemplo que no sea estable, fundamentalmente
por los precios internacionales, la problematica econémica que
afecta el mercado nacional (distribucion, el consumo, precios)
y otros aspectos muy importantes como el comportamiento
climatico sin duda hacen que la caficultura sea atin mas im-
predecible en el tiempo.

Sumado a esto la baja produccién provocada por una pau-
latina reduccién de las areas cultivadas, de tal manera que en
el departamento de Caldas se pasé de tener 88,820 hectareas
cultivadas en 2002 a 66,020 hectéreas en 2018 [2], lo cual pro-
voca la pérdida de empleos directos e indirectos y de empleos
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formales o informales.

Los problemas en la rentabilidad del cultivo del café se ven
ademas afectadas por aspectos como costo de la mano de obra
y el consumo de agroquimicos, en lo cual el cultivo de café
es bastante exigente, en especial de fertilizantes nitrogenados,
los cuales tienen un impacto negativo en los agro ecosistemas,
pues estan asociados a la lixiviacion de nitratos, emisiones
gaseosas y a la contaminacion de los recursos hidricos [3].

Otros aspectos como los cuidados y requerimientos del cul-
tivo también influyen en el éxito en el cultivo de café, el cual
esta determinado en gran medida por la calidad de las plantas
proveniente de los viveros, de tal forma que se busca obtener
plantas capaces de resistir condiciones de estrés en el momen-
to del trasplante en campo, pues las nuevas condiciones a las
que se enfrenta pueden percibirse como adversas, por lo que
el desarrollo de la planta como su supervivencia quedan bajo
riesgo, por lo cual se requiere que tanto las raices de las plan-
tas como su parte aérea estén bien desarrolladas para mejorar
la probabilidad del éxito del cultivo [4].

Diversas especies bacterianas que habitan principalmente
la rizosfera de las plantas, han mostrado capacidad para es-
timular su desarrollo, dichas bacterias son conocidas como
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR del inglés plant
growth promoting rhizobacteria), estos microorganismos han
permitido aumentar la supervivencia de las plantas de diver-
sos tipos de cultivos provenientes del vivero después del tras-
plante, dado que permiten un mejor desarrollo de las raices ,
y por ende una mejor captaciéon de los nutrientes del suelo, en
general los PGPR permiten incrementar significativamente la
biomasa de la planta antes de ser trasplantadas [5].

Microorganismos como Bacillus subtilis, Bacillus amyli-
loliquefaciens; Azospirillum brasilense , Pseudomonas spp
, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum serope-
dicae, Rhizobium Leguminosarum, Paenobacillus polymiza,
Glomus intraradicies entre otros, han sido descritos amplia-
mente en la literatura como PGPR [6], estos microorganismos
pueden poseer mecanismos directos o indirectos de accién pa-
ra estimular el desarrollo de las plantas.

Las acciones directas se dan por la produccién de fitohor-
monas, como el acido indolacético (AIA), acido giberélico
(GA), v acido abscisico (ABA), estas hormonas estimulan el
desarrollo de las raices, los tallos y la produccién de un ma-
yor nimero de hojas en la planta, los mecanismos directos
también estan relacionados con la solubilizacion de fosfatos y
la fijacién biologica de nitrégeno. Los mecanismos indirectos
se basan en la modificaciéon del ambiente rizosferico o en la
proteccion de la planta frente fitopatogenos, esto se logra me-
diante la produccién de sustancias como quitinasas, cianidas,
antibioticos, siderdforos y glucanasas por parte de las PGPR
frente a bacterias, insectos o cualquier otro organismo que
pueda afectar el desarrollo del cultivo [7, 8].

Poco se conoce sobre PGPR asociados a café y su potencial
para estimular el desarrollo de este cultivo, ya sea mediante
mecanismos directos o indirectos [9], con tales consideracio-
nes el objetivo de este trabajo fue seleccionar microorganisos
rizosfericos presentes en café Variedad Castillo Naranjal, con
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potencialidades como promotores de crecimiento vegetal que
puedan ser considerado posteriormente para la elaboracion de
bioinsumos.

Metodologia

Para el aislamiento de los microorganismos se tomaron 10
muestras de raices de plantas de un cultivo de café, Las raices
se lavaron con agua destilada estéril hasta eliminar el suelo
remanente, posteriormente, se cortaron en secciones de 2cm
y se adiciono 1 gramo de cada muestra de raiz a 9ml de agua
peptonada para obtener una diluciéon de 1071, a partir de es-
ta solucion se realizaron diluciones seriadas hasta 1072 | la
siembra de cada una de las diluciones se realiz6 por el mé-
todo de siembra en superficie en los medios de cultivo NFB,
Cetrimide y Agar nutritivo, posteriormente las muestras fue-
ron incubadas por 7 dias a 28°C, al finalizar este periodo se
aislaron las colonias bacterianas puras y se criopreservaron a
—80°C en caldo Tripticasa de soya con glicerol al 10 % hasta
su posterior uso.

Para la cuantificacion de AIA se construy6é una curva de
calibracion, esta se realiz6 con seis patrones, tomando concen-
traciones de (5,10, 15, 20, 25, 30)ng/ml de acido indolacético
, a partir de una solucion stock de 100ug/ml, luego a 1ml de
cada uno de los patrones se le agrego 2ml del reactivo de Sal-
kowski, el cual se prepar6 con 4cido sulfarico (H2SO4) 7,9M
y cloruro férrico (FeCL3) 40mM. La mezcla se dejé reposar
por 30 minutos a temperatura ambiente y se leyeron las absor-
bancias de los seis patrones de AIA, con los valores obtenidos
se formulo la ecuacion que relaciona la concentracion de AIA
en funcién de la absorbancia.

Posteriormente se realizo la medicion de Acido indolacético
producido por cada bacteria, para esto se prepar6 una suspen-
sién de cada uno de los microorganismos en solucién salina
a concentracién fisiolégica, leyendo a una longitud de onda
de 540 nanémetros, se ajusto la absorbancia de esta solucién
a 0,20, dado que esta es equivalente a una concentracién de
loscel/ml. Se hizo una dilucién en caldo tripticasa de soya
suplementado con 5mg/ml de triptéfano como inductor para
la producciéon de ATA para favorecer la produccién de auxinas
[10], hasta obtener una concentraciéon de 10%cel/mi, este pro-
cedimiento se realizo por triplicado para cada cepa, las cuales
se incubaron a 28°Cy se mantuvieron en agitacién constante
a 120rpm durante 96 horas, tiempo en el cual se producen
los picos maximos de produccion de AIA para los aislados
bacterianos [11], en esta prueba se empled Azospirillum bra-
stlense como cepa control, dado que es un microorganismos
bien conocido por su capacidad para producir AIA.

La capacidad de los microorganismos de solubilizar fosfo-
ro se evalu6 mediante el cultivo de los microorganismos en
medios de cultivo NBRIP [12] suplementado con fosfato tri-
calcico (Ca3(P04)2, posteriormente se determiné el indice de
solubilizacion, mediante la medicion de los halos de inhibicién
en proporcion a los tamanos de las colonias.

La capacidad de fijar nitrégeno se determin6é mediante una
prueba cualitativa, en esta los microorganismos fueron sem-
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brados en el medio NFB [13], dicho medio no posee una fuente
de nitrégeno, por lo que solamente crecen en él, aquellos mi-
croorganismos con capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico.

Finalmente los microorganismos que mostraron las mejo-

res caracteristicas como promotores de crecimiento vegetal CEPA n Coches disponibles
fueron identificados molecularmente mediante la amplifica- SUB.11SUB.2 [ SUB. 3
cion del ADNr 16s, para lo cual se emplearon los cebado- 1 3 0.00
res 27-F [5'- GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3] y 1542-R [5- .
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3] el andlisis de las se- 2 3] 0.00
cuencias permitieron determinar el género y especie de los 3 3 0.00
microorganismos aislados comparandolas con la base de da- 4 3 0.00
tos de la NCBI mediante el programa BLAST. 5 3 0.00
7 9 0.00
. .. s 70 e 8 3 0.00
Discusién y andlisis de resultados 5 T 0.00
Los microorganismos obtenidos de las raices de plantas de 10 3 0.00
café fueron en su totalidad 36 cepas, estas fueron evaluadas 11 3 0.00
inicialmente para determinar su capacidad de producir la au- 12 3 0.00
xina ATA, los valores obtenidos de la prueba fueron analizados 13 3 0.00
en mediante un ANOVA y con el test de Duncan se determina- 15 3 0.00
ron diferencias estadisticas significativas (p < 0,05), la tabla 16 3 0.00
1, muestra los datos obtenidos y se observan que las cepas 6 y -
18 fueron agrupadas en el subgrupo 2, en tanto que la cepa 14 17 3 0.00
en el subgrupo 3, el subgrupo 1 agrupo 34 microorganismos 19 3 0.00
no productores de ATA, estos resultados implican que la cepa 20 3 0.00
14 con 44,17pg/ml de ATA posee un alto potencial para esti- 21 3 0.00
mular el desarrollo de las plantas de café , seguido de la cepa 22 3 0.00
18 y 6, con 12,28ug/mly 9,37ug/ml de AIA respectivamente. 23 3 0.00
Para el hallazgo de estos datos se empleb la ecuacion de 24 3 0.00
la recta que relaciona la absorbancia con la concentracién de 55 3 0.00
ATA, tal cual se observa en la grafica 1, en donde se aprecia .
que el valor R? muestra un buen ajuste y explica por tanto 26 3 0.00
que el 99,25% de los datos son bien explicados por dicha 27 3 0.00
ecuacion. 28 3 0.00
29 3 0.00
= 0,0133x - 0,0748 30 3| 000
. R®= 0,925 31 3| 0.00
e 32 3 0.00
0.6 ] 33 3 0.00
0.5 ¥ 34 3 0.00
2 a i 35 3 0.00
g o 36 3] 0.00
S 03
g & 6 3 9.37
£ 0.2 * 18 3 12.28
o - » Azospirillum
0 20 a0 50 brasilense 3 33.04
0.1 (Control)

Conc cion de ATA (pg/ml)
oncenfracion de HET Tabla 1: Test de Duncan para la produccion de AIA

Figura 1: Regresion lineal para la absorbancia en funcion
de la concentracion de ATA



SENA Centro de

A" Automatizacion Industrial

Figura 2: Aprendices del semillero de biotecnologia de la
Tecnoacademia Manizales, elaborando la curva de cali-
bracion de ATA.

Microorganismo Indice de solubilizacion
expresado en el medio
NBRIP
Pseudomonas fluorescens

(Control) 2.85

Cepa 18 2.42

Cepa 14 2.08

Cepa 6 1.76

Tabla 2: Indice de solubilizacion de los microorganismos
aislados

Los resultados para determinar microorganismos solubili-
zadores de fosfatos se resume en la tabla 2, la cual muestra
que las mismas cepas productoras de AIA, fueron las tnicas
solubilizadoras de fosfatos, esto no es extrano ya que gene-
ralmente un PGRP puede expresar varios mecanismos para
estimular el desarrollo de las plantas [14, 15].

Las bacterias 18, 14 y 6 por tanto, generaron indices de
solubilizacion de 2.42; 2.08, y 1.76 respectivamente, este pa-
rametro estéd asociado con el area que es capaz la colonia
microbiana de solubilizar cuando hay presencia de fosfatos,
los cuales se encuentran formando compuestos en el suelo con
iones metéalicos que no permiten una buena asimilacién del
fosforo por parte de la planta. Los mecanismos mediante el
cual el microorganismo solubiliza fosfatos pueden ser muy di-
versos pero se orientan principalmente en la acidificacion del
medio, formaciéon de complejos metélicos como quelatos, re-
duccién de metales con estados de oxidacién variable a un
estado de oxidacion bajo (generando un fosfato mas soluble),
disolucién de fosfatos mediada por enzimas y disolucién indi-
recta de fosfatos [16].

La cepa 14, fue la tinica que se desarroll6 en medio NBRIP,
este medio carece de una fuente de nitrégeno para el desarrollo
microbiano, lo cual obliga metabdlicamente que el microorga-

SENNGVA

Sistema de Investigacion,
Desarrollo Tecnologico e Innovacion

nismo exprese una serie de enzimas que le permitan tomar el
nitrogeno atmosférico y usarlo para su desarrollo. Estos mi-
croorganismos tienen un alto potencial para ser utilizados en
los cultivos de importancia econémica ya que potencialmen-
te pueden contribuir a disminuir el consumo de fertilizantes
nitrogenados.

Figura 3: Cepa 14 aislada en NBRIP

Los PGRP pueden tener dos origenes, ser rizosféricos o
endofitos, los primeros tienen su campo de accién principal-
mente en la superficie de la planta, en donde se nutren prin-
cipalmente de los exudados de la raiz, pero algunas bacterias
son capaces de entrar en la planta como endoéfitos que no cau-
san dafios y podrian establecer una asociacién mutualista [17].
La palabra endofito proviene del vocablo griego “endon” (den-
tro) y “phyte” (planta). Las bacterias endofiticas por tanto,
son aquellas que viven en los tejidos de las plantas sin hacer-
le dafio a esta [18], Kobayashi y Palumbo. 2000. La cepa 14
aislada en este trabajo es un microorganismo endofito que ha
sido aislado principalmente en cana de azucar, su capacidad
de invadir internamente los tejidos de la raiz de las plantas le
confiere un mejor desempeifio como promotor de crecimiento,
dado que dicho microorganismo no tendra que competir por
nutriente con aquellos microorganismos que se alojan en la
rizosfera de las plantas.

La tabla 3 muestra los resultados de la identificacién mo-
lecular realizada a las 3 cepas bacterianas seleccionadas en
este trabajo y los mecanismos de promocién de crecimiento
vegetal que fueron detectados.

Conclusiones

En este trabajo se aislaron y se seleccionaron tres cepas
bacterianas procedentes de raices de café, dichas bacterias
posen un alto potencial para la formulacién de bioinsumos
de uso especifico en la caficultura de la region, estos micro-
organismos pueden ademaés contribuir a la disminucién en el
uso de fertilizantes de origen petroquimico y por ende ge-
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CEPA | MICROORGANISMO | MECANISMOS
DE ACCION
6 Bacillus subtilis Solubilizaciéon  de
fosfatos Produccion
de ATA
14 Gluconacetobacter dia- | Solubilizacion  de
zotrophicus fosfatos Produccion
de ATA Fijacion de
nitrogeno
18 Pseudomonas  prote- | Solubilizacion  de
gens fosfatos Produccion
de ATA

Tabla 3: Identificacion molecular de los microorganismos
seleccionados y sus mecanismos de acciéon como promo-
tores de crecimiento vegetal

nerar una mejor rentabilidad en la produccién de café en el
departamento de Caldas.
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