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I Ill~ROIIOCOION 

Las necesidades de.1 ni tr6geno para aumentar 1a producci6n 
agrico¡i.a han sido cubiertas, general.mente a trav~s de 1a ap1i
caci6n de ferti1izantes nitrogenados. 

Batos fertilizantes se obtienen industrial.mente mediante 
1a reduc~i6n del dinitrógeno atmosférico, proceso en el que se 

: requiere el consumo de grandes cantidades de energía. 

El. nitrógeno atmosférico ea también reducido a través de 
1 un proceso biológico natural., eh el que intervienen numerosos 

microorganismos procarióticos. Bate conocimiento y la import~ 
cia que tiene sobre la fertilidad del suelo, determinó el sur
gimiento de 1a Industria productora de rnocu1antes Bic16gicos 
que es empleada como al.ternativa para aumentar la productivi
dad agrico1a, ésta a su vez permite disminuir el uso de ferti
lizantes nitrogenados y los riesgos de contaminación que se d~ 
rivan de la aplicación constante y desmedida de los mismos. 

Los Inocu1antes Biológicos más empleados son aq.ue11os que 
contienen bacterias de la familia Rhizobiaceae, las que se as~ 
cian con 1eguminosas y a travl!s de la relación mutual.ista fi
jan el niiiz·Qg~no at¡:;,c::;fé::-ico. Es+.os tienen la ventaja de ser 
económicos y por 10 tanto su adquisici6n está máa a1 a1cance 
de1 agricu1tor, pero para proporcionar los beneficios que se 
esperan, e1 productor debe reunir ciertas características cua-
1itativas y cuantitativao, las que serán dadas con 1os ouida.
doa y buen manejo durante el proceso de producción, condicio
nes de al.macenamicnto y distribución, para 1o que se requiere 
de una supervisión continua que asegiire 1a calidad del produc
to. 
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Bn 1o·s Estados Unidos Mexicanos, 1a producci6n de inocu--
1antes se i.nici6 . en 1os afios 40 y su consumo ha aumentado ºº!! 
siderabiemente en ia .U.tima decada. 

Estos productos son registrados en 1a Dirección General. 
de Poiitica y Deaarroiio Agropecuario y Forestal., y ia cal.idad 
de 1os mismos es responsabi1idad de cada una de 1as industrias 

que 1oa fabrican, las que oc bAAFUl en normas o 1ímites de ca:l.! 
dad internos acordes a 1as referencias mundial.es y no a normas 
oficiales, ya que no existe un reglamento que marque 1os requ_! 
sitos mínimos que debe cumplir un inoculante, 10 que conduce a 

una gran variabilidad de 1os productos que se expenden. 

Lo anterior indica 1a importancia de establecer un regla

mento de normas de ca.l.idad, asi como de la metodo1ogia adecua
da para determinar 1a calidad de este tipo de productos. 

Por lo que en este trabajo se plantea como objetivos: 

- Comprobar la variabilidad de a1gu.nos de loa productos 

que se distribuyen en nuestro pa!s, para ello se rea1i
z6 un estudio comparativo de cinco productos comercia-

les, elaborado= ~~r ~uíreica Lucava, Nitragín, Fertimex, 

Bianitro-Fix y Fira. Y seis productos elaborados en la 

Pacuitad de Química, UNAM. 

- Ofrecer 1a secuencia que debe tener un manual. de proc~ 
dimientos de control de cal.id~d que sirva de base en la 

elaboración de inoculantea sólidos. 
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II Gl!lll!!IULIDADRll 

2.1 DEPINICION DE INOCULANTE E IMPORTANCIA DE SU USO 

Los InocuJ.antes Biol6gicos Agricolaa son mezclas de cult! 
vos bacterianos cuyo uso tiene la final.idad de favorecer la n~ 
trici~n de 1os vegota1ee superiores a incrementar la producti
vidad agricola. 

Como ejemp1o de estos se tienen a las "Posfobacterias" -
que son mezc1aa de bacterias y a1gu.noa hongos, 1oa que a tra-
véa de su actividad mineralizadora y solubilizadora de oompue.!!. 
toa fosfatados orgánicos e inorgánicos a.umen~an en el suelo 1a 
cantidad de fósforo disponible. 

Otro ejemplo es el conocido como Inocu1an.te para Legumin.2_ 
sa o Nitraginaa. Estos están constituidos por bacterias de la 
familia Rhizobiaceae, las que tienen la propiedad de infectar 
las raíces de las leguminosas donde forman nódulos y bajo ésta 
asociación fijan el nitrógeno atmosférico, el que al ser redu
cido es u~i11:~d~ ror 1as mismas bacterias y por la leguminosa 
a las que estan asociadaa 7 aumentan.do de este modo 1~ oqntidad 

de nitrógeno disponible para la planta. Debido a la especif1c! 
dad de 1a simbiosis entre la leguminosa y 1os rhizobia, exia~e 
inocul.antes para aoya, frijol, al.fa1fa, cacahuate, trábol, en
tre otras. 

Los Inocula.ates Biológicos se expenuen bajo diferentes 
formas de presentación y se ap1ican. sobre 1a semilla o direct~ 
mente en el sueio. 

( 2,17,36). 
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2.2 ASPECTOS G»IE!!ALES DB RRIZOBIUM Y BRADYBHIZOBIUM 

Estas bacterias se co.racteriza.n pOr su capacidad para for
mar n6dul.oe en l.aa raíces de a.l.gunae l.eguminosas, bajo esta ,._ 
sociación a.l.gunas participan en l.a adquisición del. nitrógeno 
atmosférico mediante una reacción simbiótica, que permite que 
el. nitrógeno atmosf~rico sea transformado a una forma a.prove-
chabl.e por el. vegetal. 

La infectividad o habil.idad pora formar l.oe nódul.oe, y l.a 
efectividad o capacidad de ~ijar el nitr6gano, son propiedades 
de 1a simbiosis en e! misma, y si se cambia uno de 1os inte-
grantes de 1a a.sociaci6n estas propiedades pueden resu.J.tar al.

taradas, ya que una asociación efectiva. entre una cepa en par
ticul.ar del. microorganismo y una. variedad especifica de l.a l.e

guminosa. represc~ta un del.icado bal.anoe entre l.a constituci6n 
gen~tica de dos tipos de organismos diferentes que var!an. den
tro de l.ímitee ampl.ios. 

Batas bacterias habitan en el. suel.o, son aerobias y qu1.:
miorganotr6ficaa, fei-menta.n varios ca.rbohidra-tos, a1gunas ve
ces acumu1wi ácido pero no gas. 

&'l. e1 cuadro 2.2.1 se describen sus ca.rac-terísticas -tinto
ria1es y de urüc!:icnto An Extracto de Levadura Manito1 Agar 
Rojo congo (ELMARI), Peptona Gl.UCOBB Agar Pl1rpura de Browocra-
sol. (PGJ\PB), Leche tornasol.ada, as! como su Serol.ogia e Invasi 
vidad. 

( 5,6 ). 
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CARACTERISTICAS GENERO RHIZOBIU!r\ GENERO BRADYRHIZOBIUM 

Morfol.og!a Bacilos cortos {0.5-0.9 micras de ancho y de 
y 1.2-3.0 micras de 1argo}, Gram negativos, m6 

Tinoi6n viles, a1gunaa veces llegan a asociarse en = 
cadenas cortas:r presentan gr§nu.l.oa prominen-
tes del polímero Beta-Hidroxibutirato, no -
presentan endosTloras .. 

Crecimiento Colonias redondas, Colonias redondaB, ple.--
en p1anas, convc::!!:l 6 nE".s, conveXR.R o c6.:-:ico.s; 

ELMARC cónicas; inco1oras incoloras, blancas rara-
o blancas, firmes, mente rosas, tranalúci-
con goma, absorben das, gomosas y firmes ; 
poco colorante (ro cepas de crecimiento 1en 
sa transl.úcido).ce to (se detectan a los = 
pas de crecimiento 5-l.O diaa de incubación) 
rápido (3-5 d). EL con tamafio no mayor de 1 
tamaffo de las colo mm de dillmetro. 
ni as es de 2'"'4 mm-
de diámetro. 

Crecimiento No hay crecimiento, y cuando 11ega a crecer 
en provoca poco cambio del. pH. 

PGAPB E ate medio facilita l.a detecci6n de l.oa con-Temp. 25-28 tJ taminantes. Incub. 48 h 

Leehe. - Reacci6n alcal.ina Reacci6n alcalina Bin ·--
Tornasolada con zona de suero. zona de suero. 
Temp. 25 "\'.l, 

Invasi Vi dad Nodu1an a l.as le~ N'od.ull:Ul u. l.u.B legumir..o--
minos as de clima - sas tropicales: R.japo--

!~:=~:R~·i::ao: ~. R.lupini. 

~ri:lo!:ii, n:. 
meliioti. --

Serología Aglutinación (fl.agel.ar y/6 somática) co~ an-
ti~uero específico. Los antígenos flagelares 
son lábiles al calor. rueden prezcnt~rse --reacciones cruzadas con R .. meliloti. 

~obacteriwn y 

Otras Productor de aci-- Productor de alcal.inida<; 
dez, prefiere como prefiere a las pentosas; 
carbohidratos a ln. al.eunns cepas no requie-
glucosa, man.itol, 
sacarosa;algun~s -

ren de vitaminas; 
timo 6.0 - 7.0 • 

pH 6p-

cepas reauiere vi-
taminas; pH 6 - 7 . 
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2.3 ANTECEDENTES llISTORICOS 

·La importancia de 1a simbiosis bacteria.-1eguminosa en la 
fertilidad de1 suelo, motiv6 un interés creciente por este ti
po de asociación y su ap11caci6n, 1o que condujo a la produo-
ci6n de inocuJ.antee y a 1a fUndaci6n de Legislaciones Ofioia.--
1ea en 1aa Inspecciones del Control da Cal.idad en 1os paises 
con mayor desarrollo del producto. 

A continUaoi6n se oitan cronologicamante loe aspectos mAs 
sobresal.ientes de loa estudios real.izados durante e1 periodo 
de 1630-1986. 

1630. BOUSSINGAULT Y LIEBIG dieron a conocer 1a importan
cia que las 1egwninosas tienen en J.a fertilidad de1 sue1o y 
comprobaron <¡ue áet'1e extraen e1 nitr6geno de la atm6af'era al. 

hacer1as crecer median~e 1a cuantificaci6n de este elemento en 
la p1enta (citado en 9). 

1666. HELLRIEGEL deecubri6 1a presencia de 1os n6du1oa en 
las raíces de las legumino~as (cita~o en 31). 

1666. HELLRIEGEL Y IVILPARTR f'ormularon y reportaron que 
·l.a.e bacterias interaccionaban con 1aa raíces jovenes de las l.1! 
gwni.nosas f'ormando los n6du1os radiou1aree, l.os cuaJ.ee asimil.!!: 
ban el nitrógeno elemental del aire, y después las plantas us.!!: 
ben parte de 1oa compuestos sintetizados por las bacterias (c.! 

tados en 19). 

1888. BEIJERINCK aisló el. organismo causal de la nodul.a...
ci6n al que le "di6 e1 nombre de Baci.l.lus rediciaola, que post~ 
riormente designó con el nombre genérico de Rhizobium e indicó 
l.a necesidad de suministrar éstas bacterias artif'icialmente a 
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los suelos, hecho que motivó aJ. desarrollo de la :Industria de 
· loe :rnocul.aAtes para legumi..tlosas. Poco deeputie empezó el oult!, 

vo de especies de Rhizobium para inc~emeñtar el cultivo de i.;_ 
guminoeas (citado en 16). 

18,88, HELLRIEGEI. Y WIL11ARTH. con objeto de asegurar la -
presencia de rhizobia en áreas donde se cu1tiva 1a leguminosa 
de inter~a propusieron como m~todo de inocu1aci6n 1a "transfe
rencia de1 aue1o", donde previamente se habia detectado 1n. -pr.!:. 
ecncia de Rhizobia, a 1aa nuevas zonas. Este procedimien·to pr.!:. 
eent6 numerosas desventajas como e1 oosto·e1evado para la 
transportaci6n de vo1úmenes grandes de1 sue1o, y la introduc-
ci6n de 1as semi1las u organiemOs pat6genos a las plantas, co
mo mohos, bacterias competidoras de origen nativo y nemátodos. 

Lo que determinó la.necesidad de usar cuJ.tivos bacteria-
nos puros (citado en 16). 

1885-1919, PRDIER PERIODO. Abarca el Desarrollo :fundamen
tal. de loe :tnocuJ.antee (citado en 28). 

1895. NOBBE Y HILTNER inician la Industria de los Inocu
lantes en los Estados Unidos de Norteam~rica. Introducen a ni
vel 1aboratorlo u...~ soporte e bRRe de un medio de cu1tivo pare 
e1 crecimiento de 1as bacterias fijadoras de1 nitrógeno, con 
e1 nombre de "Nitragin". La presentación del producto consis-

t!a en una bote11a de 10 onzas con una capa de medio a61ido , 

que contenía azácar, aapa.:ragina, ge1atina y extracto de 1evad~ 
ra (citado en 50). 

1896, NOBBE Y HILTNER. Debido a que el producto obtenido 
con e1.medio anteriormente mencionado reau1t6 inadecuado para 

man.tener a 1os microorganismos vivos, introdujeron otra formu
lación que oontenia peptona al. 2~ ó leche desnatada y agar so
lidificado, sobre el cual propagaba a la bacteria y en el mo-
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me~to de apl.icarae aJ. campo suspendían el. cul.tivo bacteriano 
en agua. Esta suspensión era util.izada para impregnar directa
mente a1 suel.o o a l.as semil.l.as (citado en 35). 

l.900. Eh este año surgió l.a Industria. de J.os inocul.antes 
a nivel. comercia1 (citado en 50). 

l.902. Se probó otro tipo de soporte que consistió en aJ.g2 

d6n impregnado con e1 cu1tivo·bncteriR.no~ po~teriormente está 

se secaba y empacaba acampe.fiado con un paquete de nutrientes. 
Antes de usarce el. a1godón se ponia en bafto de agua 

tibia (28-37"o), donde se adicionaban°l.os nutrientes y •R.n es
te medio se hwne.ilecia 1as semi11as o se inocu1aba una pequef'J.a 
cantidad de1 sue1o que era esparcida en el. mismo. Los resul.ta
dos no fueron satisfactorios debido a que l.os microorganismos 
murieron en el. proceso de secado del. al.godón (citado en l.9). 

l.905. CAllADA inicia l.a producción de l.os Inocul.antes a e.11. 
cal.a comercial. .(citado en 2l.). 

l.912, ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA. Se funda l.a Legisl.a 
ci6n de l.é>s Estados Individual.es, en el. control. de cal.id"d (oí" 
tadc :::n 50), ""::. 

1914. SUECI.A produce inocu1antes emp1eando soportes este
ril.izados, siendo el.aborados en el. Col.egio de Agricul.tura (ci
tado en 50). 

l.9l.8, SEl:lUNDO PERIODO. A partir de ésta fecha l.a inocul.a
ci6n con cultivos artificial.es adquiere mayor aceptaci6n, l.o 
que determina el. crecimiento de la Industria que progresa not~ 
bl.emente y se deaarrol.l.an ias inspecciones de rutina (citado 
en 28). 
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l.920-l.940, ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA expande l.a In-

dustria de l.os Inocul.antes (citado en 50). 

l.930. PRED discute los aspectos cul.tural.es y morfol.6gicos 
de las bacterias. Los aspectos prácticos de la inocu1aci6n, 1a 
determinación de1 nitrógeno fijado en el 1aboratorio, como en 

el campo; además de la producción de los inoculan.tes e citado 

en 50). 

1932. Existían 11 productos comerciales en todo el mundo 
(citado en l.9). 

l.934, INDIA inicia l.a producción de l.os inocul.antes (cit~ 
do en 50). 

l.940. A final.es de los afios cuarenta Uruguay y Argentina 
inician l.a producci6n del.os inocul.antes (citedo en 50). 

l.954-1977. En este periodo l.a l.iteratura acerca de l.a im
portancia que deriva el uso de inoculan.tes aumenta de manera -

explosiva y aparecen numerosos informes acerca de la diferen-
cia de producción ocasionada por la utilización d'e inoculantes 
y fertiliznntes (citado en l.2). 

l.954. AUSTRALIA inicia el. control. de cnl.idad debido a l.os 
resu1tados cualitativos y cuantitativos obtenidos a nivel cam

po y l.aboratorio. En l.955 se intensifican l.os estudios de l.a -
relación ra!z-n6dulo-bacteria; y se discute el establecimiento 
de los estandares para mejorRr la calidad de los inoculantes ( 

cit~do en 21). SUrgiendo en ig56 un Laboratorio de Servicio en 
el. Departamento de Agricultura de l.a Universidad (U-DALS). Es
te fUá fundado por grupos de microbi61ogos de diferentes inst! 
tuciones los oue establecen un sistema progresivo del control 
de cepas usadas para la preparación del inoculante, as! como 
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de su producción, venta y ~so. 
Con esta instituci6n los productores contribuyen en 

los ensayos y proveen financiamiento para los estudios. En --
1971 desaparece y surge la AIRCS ( Australian .Inoculants --
Research and Control service) (citado en 21). 

1956. SUD AFRICA organizó un cuerpo de control semejante 
a1 de Australia. Mientras oue en la India los detalles de los 
estandares y mecanismo de control de calidad no son claros. En 
r:uc'Va Zelanda l.a IC~TS ( Inoculant and coatell TE:tit.lng Servlce) 

es el organismo responsable del control de calidad. Mientras 
que en Canadá no existe un organismo responsable pero sí estB!! 
dares de control (citado en 50). 

1958. VAN SCHREVEN introduce la preaentaci6n en botes ta
pados con celofán y al~od6n para proveer una mayor humedad (e! 

tado en 50). 

1960. BONNrER sugiere el uso de los soportes sólidos (ci
tado en 19). 

1965. SCOTT Y BURNGARNER generan un· producto diferente en 
el cual se suspende el cultivo concentrado de Rhizobia en ace! 
te, y se le disminuye la hwnedad que contiene. Después del pr2 
cc=o de =cc~do 1~= célul~~ ~e coloct~:.n. por cantrifugaci6n o 
por ~iltraci6n y se mezclan con un soporte como ta.leo o kaoliq 
forma de presentación final como un in6cu1o s61ido (citado en 
54). 

1966. FRASER sugiere los granules de Rhizobia para la in~ 
cu1e.ci6n junto con las semillas e.n eL;cmmpo. Se preparan es-
parciendo unn mezcla de los microorganismos déSarrollados so
bre leche dcanatada pulverizada y- sacarosa, sobre sulfato de -
calcio hemihidratndo y carboximetilcelu1osa (citado en 21). 
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1975. ESTADOS UNIDOS DE NORTEA!i!ERICA. "The Indiana state 
Chemist" es la dnic·a autoridad que publica la calidad de los 
inoculantee (citado en 50). 

1950-1986, ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. Casas Campillo ini
ció la producción de los inocu1antes en la comiai6n Nacional 

del Maiz (citado en 9). Tres al'los despu6s surge AGROLAB, S.A. 
con su producto "Rhizobin": mientras que en 1955 1oa l.aborato

rios FLORA iñICROBIARA., S.A. producen el i..'loculante N'ltrobaotex;. 
··producto que desapareció en 1960. En 1963 se estableció en Gu!!; 
dalajara, Jalisco la Elnpreea Ni trag!n. En 1967 Anderson Clay

ton empez6 a producir el inoculante Pagador, que desapa.r:ci6 
en 1976. 

Ea. 1977 PIRA inicia la producción de loe inoculantes y en 
1981 en MatehUalR S.L.P. a trav6s de la Comisión T6cnice para 
el. programa. de empleo rural. 

(citado en 19). 

Actualmente existen 7 industrias que tienen regist~dos 
ente la Dirección Genera1 de Política y Desarrollo Agro~~cua

rio y Forestal., 24 productos que a continuación se expon~~: 

-Empresas Nitragin, S.A. Guadalajara, Jalisco. 

; r~oc.tl.ante 'para chícharo 
J:nocu1ante para soya 
Inoculante pera alfalfa 
Inocu1ante para garbanzo 
Inoculante para frijol 

-sns Biotech de M6xico, s.s. de c.v. M6xico, D.F. 

Inoculante Dienitro Fix soya 
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-:Insecticidas del Pacifico, S.A. Cd Obregón, sonora. 

:Inocul.ante para garbanzo 
Inocu1ante pare. soya 

-Química Lucava, S.A. de c.v. Tu1tit1án, Edo de México. 

Inocu1ante para fri;jo1 
Inoculan.te pare. soya 
Inocu1ante para soya-Inocu1ante I>iquido 

-Perti1izantes Mexicanos, S.A. México, D.P. 

Nitrobio1 Inocu1ante para alfal:l?a 
Nitrobio1 Inocu1ante para. caoe.hua.te 
Nitrobio1 I.nocu1ante para frijo1 
Nitrobio1 I.nocu1ante para garbanzo 
Nitrobio1 Inocu1ante para soya 
liitrobio1 Inocu1ante para 1enteja 
Nitrobiol. Inocu1ante para chícharo 
Nitrobiol. Inocu1ante para haba 

-semi11as, Imp1ementos y Abonos, S.A.H. Matamoros, Tam.ps. 

Trip1e NOCTIN-1' (1iquido) 

-Bioagro de México, S.A. do C.V. Cd. Obregón sonora. 

:i:nocu1ante Mul. ticepa l>egume-Bacter (soya) 
Inocu1ante Mu1ticepa I>egume-Bacter (frijo1) 
Inocul.ante Mul.tivepa J,egume-Bacter (garbanzo) 

(14). 

X.a producción de inocu1entes también se efectúa en diver
sas instituciones de investigación, real.izándo1a a esca1e. de 

1aboratorio para fines de experimentación y entre estas se ti~ 
ne:. 
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-:t>e.cul.tad de Química, UNAJ.!. 

-Instituto de Geología, UNAM. 

-colegio de Postgradua.dos, Cha.pingo_. 

-Escuela Naciona1 de Ciencia.a Bi~16gicaa. IPN. 

-CINVESTAV, IPN. Unidad Irapuato. 
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2.4 DIPORTANCIA DEL CONTROL DE CALIDAD 

Un Departamento de Control de Ca1idad tiene como función 
e1 certificar 1a ca11dad de 1os produotos que se fabrican en ~ 
una Industria o LaboratOrio, 10 que involucra e1 caracterizar 
a 1a materia prima, al materia1 de envase y empaque, as! como 
verificar el buen funcionamientó durante el proceso de fabric!!; 

·ci6n,el control. do productos intermedios, del producto termi~ 
nado y duración del produoto. 

Lo anterior indica que el control de ca1idad requiere de 
un conjunto de conocimientos t6cnicos, ana1!ticos y administr~ 

tivos. Y que solo a trav6s de este esfUerzo comunal. y conscie~ 
te se llegar~ a la obtención de un producto sa.tis~aotorio para 
e1 consumidor y para el fabricante. 

De ta1 modo que el Departamento de control de Ca1idad, p~ 
ra realizar adecuadamente sus funciones, se apoya en los depa:: 
tam.e'iito·a de pl.aneaoión y producción, que con base en los obje

tivos de la empresa, referencias bibliográficas mundiales re
portadas, técnicas reportadas y desarro1ladas por 1a propia e~ 
presa, deberán ea i.;ti.1.Jl.;io.::r la.:; c=.r=.:::t:::r!!!ticR9 d~l mR.teriR.l.• e

~uipo y proceso empleados aai como de1 producto terminado, va-
- riaciones y límites aceptados y estandares de calidad de cada 

uno de 1oa factores involucrados. Los que deberán estar dentro 
de un margen de seguridad. 

con e1 objeto da m.uninistrar a1 comprador o cliente pro
ductos con características óptimas, sé requieren medidas adi-
ciona1es de manipu1aci6n en el a1macenamiento, transporte y 
servicio post-venta, de modo ta1 que la calidad se mantenga i~ 
tacta, dentro de ciertos limites de seguridad desde el momento 

en que el producto está listo hasta que llega a1 consumidor. 
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Esto '11.timo es psrticu1armente importente para l.oa inocu-
1antee bio16gicos de uso agricola que son seneib1ea a los cam
bios extremos de temperatura o bien son expuestos a contamina
c16n microbiana a causa de la ruptura de envases ocaeio~da -
por ineeotos, roedores o mal. manejo durante el 'transporte, 1o 
que se traduce en una E;ran variabilidad de 1a aa1ida de este -
tipo de producto. 

Por lo que para asegurar la ca1idad de los mismos ee r6-
quiere la utilizaci6n ae cepas adecuadas, un control estricto 
en el. proceso de producci6n, aJ.macenamiento y distribuci6n de 
los mismos asi como del manejo durante su ap1icaci6n. 

(39). 

Para tener un mejor entendimiento de las características 
que debe reunir un producto de este tipo, en las páginas si-
guientes se sumarizan los aspectos genera1es del proceso de 
producei6n, especificaciones de materias primas, producto en 
proceso 7 producto terminado y ioa an~ia!~ ~eeomen~Rdoa para 
determinar l.a caJ.idad en l.as diferentes etapas de producci6n. 
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2.5 PROIJOCCION DE LOS INOCULANTES BIOLOGICOS 

Existen dos m6todos que ejemplifican la producci6n de los 
inocul.antea a base de un· soporte sólido. El. "1:>lropeo" y el de 
los "EstA.dos Unidos de Norteaml!rica" loa cuo.l.es se muestran en 
el diagrama 2.5.l. 

En el proceso de producción se considera...~ 

·1) Materia prima que involucra 
-Selecci6n y mantenimiento de cepas 
-El.ecci6n del soporte 
-El.ecci6n de ingredientes para el caldo de cultivo 

2) Caract~risticas y condiciones del proceso de produc-
ci6n que inclayen 

-Preparación del soporte 

-Preparaci6n del caldo de cultivo 
-Activación del cu1tivo madre 
-Permentación 
-Impregnaci6n 
-Maduración y envase 
-Al.macenruniento 

3) Características del producto terminado 

-selecci6n y mantenimiento de las cepas de Rhizobiilm. 

La selecci6n se efectúa con base a los siguientes crite

rios: efectividad en la fijaci6n del nitr6geno, capacidad de 
establecer una simbiosis eficiente con numerosas especiea·o -

con un rango amplio de variedades de la misma especie (l,22, 
52) y la habilidad de la cepa para crecer~en los medios de cU!, 
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tivo y soporte así como en 1aa condiciones de1 suelo y c1ima -
donde será apl.icada (32,34,47,48,49). 

Las cepas ae1eoc~onadao pueden ser conservadas bajo dos 
sistemas de mantenimiento que corresponden a-cuitivos 1iofi11-
zados en ampolletas 6 bien en medio de agar inclinado en tubos 
'Y selle.dos con pur,,.fina l.íquidn. El primero es un m.Stodo me.e ,!!; 

de~ado debido a que permite conservar a 1as cepas por periodo 
más prol.ongados (l.5 a 20 afloe), minimizando l.a neceoidad de r2 
siembre., asf. como l.a contaminación y variaci.6n gen6tica. E%l -

tanto que con el. segundo método l.e. maduración se l.imita a un -
afio y por lo tanto existen mtcy"ores riesgos en cuan.to a los pr2 
bl.emas ya mencionados (54), 

Para 1a manufactura del inocu1ante de cada cepa se reali
zan subcul.tivos que son utilizados durante el afio de produc
ción a l.os que se l.ee real.izan ensayos de cotltrol. (32), 

Descripci6n resumida del manejo y ensayos que se re&-
1i~:::.e ~~ laa cepas de coleoci6n recom~ddadas para la 
mnnu:factura de inocu1antes, de acuerdo a su forma de 
mantenimiento (21.). 

PRESENTACION 

Cepa de col.ección 
( l.iofil.izada) 

TRATAllIIENTO 

De cada cepa se 
prepara un cu1tivo 
y se ~almacena a -
4 •e a partir del. -
aua1 se preparan 
los subcu1tivos 
que se requieren 
para el año. 

mi SAYOS 

- Efectividad en l.a 
fijación del. ni
trógeno. 

- Tinci6n de Gram 
- Agl.utinaci6n con 

suero inmune esp.2, 
c!fico, 
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PBESElfTACJ:ON TRATAMIENTO ENSAYOS 

CUl. tivo se11ado 
(con parafina) 

se preparan 15 
subcu1tivos( 12 cu!_ 
tivos madre para 1a 
manU.factura, 2 de r~ 
ferencia.por afio, y 
1 de testigo. 

Bfectividad·en 1a 
fijación de1 ni
trógeno 
Tinción de Gram 

CUl.tivo madre son 12 y se cm--
pleR. 1 por mea. 

- Ag1utinación 
.Tinci6n de Gram 

-Elección de1 soporte. 

Loe soportes que se usan actualmente son eó1idos ó 1íqu! 
dos. 

Estos deben reunir características f isicas y químicas -
que aseguren: 

la sobrevivencia de ln bacteria de inter6e durante el 
a1macenamiento y distribución de1 inoculante 
fac11idad de1 manejo durante su distribución y ap1ic~ 

ción 
dieponibi1idad y bajo costo 

A continuaci6n se describen las car~cter!sticas en que -

sa b~~:?-~ 1~ a~1eeci6n de soportes s61idoa, que a la fecha son 
1oe de ma:yor uso: 

faci1idad de pu1verización 
faci1idad de esteri1ización 
buena capacidad de retención de la humedad 
buena adhesión a 1a semi11a 
pH neutro 

(16). 
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•6todo de·Producci6n de rnocul.antes a base de un soporte s6lido 
(38) 

K6todo por lli tragin 

ºmoler 

L 
J!)npacado 

Al.macenJiento 

Compl.et..; maduraci6n 

Al.macenÍmiento y 
Distribución 

Una vez obtenido el cal.do de 
cu1tivo en 1os fermentadores es 
transferido a. un tanque en e1 cua1 
se encuentra el soporte neutraliza
do y esterilizado , y con la ayuda 

de un dispersor de baja presión se 
mezclan. Se procede a Tamizar, Pre

Madurar, Moler, E)npacar, A1macenar, 
completar la mndurnci6n y Almacena
mien to-Distribuci6n. 

M6todo ~opeo 

Secar y ajustar el. PH 

del "~rte 

't:j !!oler 

~ Tamizar 

1 
Mezclado 

o 
1 

Maduraci6n 

1 
Flilfªºªªº 

AJ.maoan<:lic..-:to 

Distribución 

Método oue consiste en 

aiuatar el. pH y esteril.izar 
e1 soporte {además de moler 
y tamizar), se enriouece 8-!l 
tes de ser impregnado con -

un cul.tivo de llhizobium, 
dentro de una cámara aeépt,! 
ca. Y se a1macena antes de 
su distribución a 4•c. 
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-:Preparación del soporte. 

Las características anteriores del sopor.te se .ajustan a 
las necesidades especificas que d8be reunir.el soporte y que 

se refieren a: tamañ.o delpart!cul.a, pH, humedad y esterilidad 
(54). 

•Tamaf1o de partícula. Se ajusta mediante el molido del e~ 
porte. Se emplean 3 t;:::una.ffoo, el 11r.un~do polvo fino que pasa a 
trav6s de una malla de 200-300, el polvo regular que pasa a -
trav~s de mallas 100-200 y granulado cuando se emplean mallas 
de 16-50 (30,51). 

•pH. Muchos de los soportes son ácidos, lo cua1 no favor~ 
ce la sobrevivencia y crecimiento de rhizobia por lo que se r~ 

quiere ajustar el pH de 6.5 a 7.3 • E1 agente neutralizante 
mAa aatiafactorio es carbonato de calcio (17,35,38,54). 

•Humedad. Iebe presentar un 9% de humedad final con lo 
cual. se favoreCe la opera.ci6n de molienda y permite una mayor 
cantidad de incorporación del caldo de cultivo al soporte (3). 

La acción del tiempo y la temperatura de secado involu-
cran la posible formación de productos tóxicos por la degrada
ción del soporte. Por lo que se recomiendan tempe.i·atu.rt:i.13 da 

80 a lOOºC por 24 horas en el secado por horno eléctrico (38). 

En el secado rápido loa s61idos ae pasan a través de un 

cilindro giratorio cuyo interior ca.:lionta por recirculaci6n -
del aire a temperatura de 620-650 •c. E1 tiempo de exposición 
de los a6lidos es de 2-3 minutos obteniéndose del 7 al. 8 por 
ciento de humedad sin la deecompoaici6n del soporte, además se 

tiene ei soporte estéril (54). 

'Esterilización. Los métodos más empleados son: 
i) Autoclave, realizado a l2i"c a 15 lb/in2· por 3-4 ho--
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ras (3,38,52,54). 
· ii) Radiación, de 5 x 106 Rada (51). 
iii) Gas, emp1eándose oxido de eti1eno e1 cual. se difunde 

completamente pero.ea dificil remover los residuos, que son t~ 
xioos al. Rhizobium (3,50) • . ~. 

se recomienda el uao de soporte estéril para aumentar le 

vida media del producto, eapecia1mente cuando se emplea cep~s 
de crecimiento 1ento (54). 

-EJ.ección de ingredientes y preparación de1 cal.do de ouJ.

tivo. 

E'.l medio eatandar está basado en el uso de una fuente de 
carbono, fuente de nitr6geno, mezcla de sales y en a1gunos ca
sos factores de crecimiento, ajustado a un pH de 6.8 a 7.3 
50). 

•Como fuente de carbono se emp1ean diferentes azúcar~3 
mono y disacáridos y pentosas para las especies de lento c~~ci 

~iento; siendo las más comunes el manitol y sacarosa, tamC~~n 
se usa glicerol. Los productores prefieren a la sacarosa p:~ 
su bajo costo, pero deben considerarse las necesidades de ~~s 

cepas involucradas en el proceso (38,50). 

La fuente de nitrógeno varia desde nitrato de pota~~~ 
(3) hasta el uso de extracto de levadura en una concentrac~1n 

que proporcione simultáneamente loa factores de crecimient~ ( 
50). 

-Activación del cultivo madre. 

•Obtención del in6culo de alta concentración celular, 

que se realiza en matraces Er1enmeyer usando una quinta pa:-<;9 

del volúmen de1 medio líquido en re1aci6n a la capacidad ~~l 

matraz ( 4), y se incuba a temperatura de 23 a 32 "C dependii:·:ldO 
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de 1a especie 6 bien B 35•c en e1 Caso de Rhizobium ~ ( 
3,16,30,50), en agitación para favorecer 1a aereación y por un 
periodo de tiempo que va.ría de acuerdo a1 tiempo de generación 
de 1a especie y condiciones de incubación, ver tabla 2.5.1 

16,30,38,50). 

Tabla 2.5.1 Periodos de incubación recomendados en 

e1 procesa. de producción de i..~ocul.!!.nte9 (50). 

Ve1ocidad Tiempo máximo Vo16inen del Inócul.o 
de de y 

Crecimiento Generación Tiempo de Incubación 
O.lí' 1.0% 

Cree. rápido 2-4 h 25-53 h 18-36 h 
--

Cree. lento 6-12 h 78-156 h 54-108 h 

-Fermentación. 

El. cul. tivo obtenido puede ser empleado para impregnar el 
soporte (producción a nivel laboratorio) o bien como in6cul.o 
para el escR1amiento de producci6n a nivel industrial, en cuyo 
caso las caracteriaticaa dei inócul.o varían de 0.1, 0.5 y 10~. 

A nive1 industria1 se utilizan tanques de acero inoxida
ble, la capacidad de los fermentadores vería de 10-20 1 basta 
30,000 1 (4). Se opera a1 75% de la capacidad debido a la for
mación de espuma, cuando se emplean cepas de lento crecimiento 
mientras que para las de rápido crecimiento se recomienda lle
nar a1 60% de su capacidad y se utiliza W1 agente antiespuman
te (50). 

Para favorecer la concentración de oxígeno adecuado es 
necesario realizar agitación mecánica o permitir la entrada de 

aire que proporciona una presión positiva minimizando la oont,!! 
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minaci6n. 

E1 fl.ujo del aire que se recomienda es de 0.5 a 120 l de 
aire/h, por litro de medio (38). 

Bal.atti y Mazza reportan trabajos experimental.ea en 1as 

que se emp1ean agitaciones de 200 R.P.M. y con 0.5 volumen del 
aire/volumen de aire por medio minuto para determinadas eape-

cies (3). 

Loa cultivos obtenidos no deben ser a1macenados por más 
dé 24 .h. ;y deben estar a 4 •e. (54). 

-Impregnación (Mezcla del soporte ;y cultivo bacteriano). 

Se rea1iza por agitación continua del soporte y la sus-

pensión celular, bajo condiciones asápticas (26,38). 

cuando el soporte no.se encuentra estéril la impregna--
ción debe proporcionar una humedad del 35-40% en base en el p~ 
so seco; en tanto que con soporte est~ril se ajusta del 50-60% 
(38,50). Para soporte pulverizado ;y granulado debe tener del 
32-34% de humedad (54). 

-Kaduracidn y envase. 

E1 tiempo de maduraci6n varia, cuando se emplean cepas -

de crecimiento lento es de 5-10 d!as a 25-3Bºc (3,17,54). 

Para las de crecimiento rápido de 2-3 días a temperatura 

ambiente ( 19). 

En el m6todo de los Estados Unidos de Norteam6rica la e
tapa de maduración se lleva acabo en las charolas por 2 días, 
~atas son cubiertas con pl~·Stico para evitar la desecación, 
deapu~s- se tamiza y se empaca en bolsas de polietileno sella-

dos con pequeños orificios para facilitar el intercambio ga

seoso (54). 
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se envasan en bOlDBB de polietileno (con espesor de 

0.0375 mm - 0.053 mm) lo que permite un intercambio gaseoso S!! 
ficiente 7 satisfactorio y mantienen el nivel de humedad nece

sario (54). 

-Almacenamiento. 

Despu6s-de1 proceso de maduración y empacado en 1as bo1-
saa de poiietil~no, Re conservan en un lugar obscuro a 4-5°c ( 

3,16, 30, 36,50). 

Rough1ey reporta que e1 decrecimiento va en proporción a 

le temperatura, 0.04% e 5°0 7 0.0944% e 25°0 (37). 

-características del producto terminado. 

Se recom;enda regiotrar en e1 r6tu1o especificaciones 
que incluyen población mínima de bacteriaa/g de inoculante, 
hospedero, condi1.:iones de almacenamiento Y' diatribUci6n, fecha 
de caducidad. Y como requisito ausencia de contaminantes (ll). 
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La información del capítulo anterior indica que el con--
tro1 de ca.l.idad de loa inoculan.tes para leguminosas implica un 
proceso de inapecci6n continuo, en cada una de las etapas de -
producción asi como en el. producto terminado, antes de su ven
ta o distribución, y cuando se encuentra cercano a la fecha de 
caducidad. 

La metodol.og!a que se lleva acabo implica pruebas a nivel 

laboratorio, invernadero y/6 campo, dependiendo del tipo y gr~ 
do de información que se necesita as! como de los factores 
tiempo y dinero. Realizándose ensayos cualitativos y cuantita
tivos. 

A nivel mundial, el control de calidad de los inocul.antes 
para leguminosas solamente en pocos casos se realiza en cen--
tros de investigación, y los estándares mínimos y prácticas de 
controi varian en ios diferentes paises (ig). 

En Austral.ia, Uruguay, U.H.::;.s. y Ch~coelovaquia., l.o. pro

ducci6n de los inoculantes y control de calidad dependen com-
pietamente de agencias gubernamental.ea (54). 

En NUEVA ZELANDA' ei sistema oficial. de controi de inocu
iantea fu6 iniciado en ei afio de ig79 conocido como :r.c.s.T.S. 

( 
11The Inocu1ant and Coated Seed Testing sarvica") el. que estu

vo operado por el Ministerio ele ·Agricu1tura y Pesca, proveyen
do un servicio similar al. que otorga la A.I.R.c.s. en Austra-
·ua (54). 
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En CANADA el cuerpo responsab1e del contro1 de ce.1idad e~ 
rresponde e1 Departamento de Agricu1tura, que establece las e~ 
pecificaciones que debe llevar el paquete y el número de mi--
croorganismoa viables en el inoculante (21). 

En URUGUAY el Laboratorio de Microbiología del suelo y -

Control de lnoculantes del Ministerio de Agricultura y Pesca, 
estableció loa controles de calidad para loa inoculantes impoE 
tados y nacionales. Estos laboratorios además proveen como ººE 
vicios para el .fabricante la selecci6n de especies de Rh.izo--
bium, la determinación de la pureza y cuenta viable, y rectif! 
caci6n de la cuenta viable en el producto despu6s de su distr! 
bUci6n (54). 

En 1os ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA e1 contro1 de cal.i

dad recae directo.mente sobre el fabricante e involucra la exp~ 
dici6n de licencias para la producción independiente en cada -
estado como In.din.na, Wisconsin, Chio y Ma.ryland presentan est_! 
tutos con el establecimiento de ciertos estandares, los que v~ 
rían de estado a estado alin cuando todos presentan la misma b~ 
se. 

Por ejemp1o la ley d6 inccu1=.:lt~2 r~r~ Leguminosas en In
diana data de 1937 en oue el estado se responsabilizó de los 
ensayos de control de laboratorio y de invernadero ta1.es como; 

-determinación de contaminantes 
-cuenta en placa de rhizobin viable 
-habilidad de las cepas para inducir la nodulaci6n 
-determinación de peso seco de la planta pn.ra comprobar 
la efectividad de la cepa en ln fijaci6n de nitrógeno. 

Ellos incluyen en los membretes las condiciones de alma-
cenamiento y fecha de expiraci6n. 

(19). 



lb AlJSTRALIA, en l.956, l.a Univeraidad de Sidney y el De

partamento .de Agricu:l.tura de. "Ne" south Wales" apoyados por l.a 
o¡á.x.a.o. i'ulldaron.la U.D.A.L.s. ("University Department Of 

· AgricuitUre Laboratocy Service} en donde se desarrol.ló un sis
~ema de control de ca1idad para loe inocul.an.tes comercia1es en 
eJ.·que se consideraba.la infeotividad y efectividad de la bac
teria en el producto, La U.D.A.L.s. f\J.6 financiada por l.argo 
tiempo por loe productores, despu~s por 1a "Dray, Meat and 
wool.. Researoh Trust Funda" y el Banco de Reserva de Austrs1ia 
(16). 

En 1966 el Departamento de Agricultura de "NeY'I South Wa
les" fu6 nominado para establecer un nuevo organismo, nombrado 
como "The Austral.ian In.ocuJ.a.nts Research and control. Service" 
(A.I.H.c.s.) (38). 

La A.I.R.c.s. contempl.a el control. de cal.idad en todos 
sus aspectos y promueve servicios que se agrupan en tres pa.qu.! 

tea: 

1.- Selecci6n, ensayo y mantenimiento de le.a especies de 
rhizobia. con.· ... c~ient~s-

2.- Control. de calidad de l.os inoculantes 
3.- Investigación de l.os factores que afectan l.a calidad 

y eficiencia de los inocuJ.antes en l.a producción, distribución 
y emp1eo de los miemos. 

A petición del productor y en relación con l.os dos prl.Jlle
ros incisos la A.I.R.c.s. provee el cultivo ~adre al que deter_ 
mina pureza mediante sero1ogía. 

Durante e1. proceso de producci6n se real.izan pruebas cv.a-
1i tativas en el. cu1tivo que se emp1eará. para impregaar e1 so-
porte, as! como en e1 producto terminado despu~s de su madura
ción y antes de su distribución, y pruebas para determinar la 
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fecha de caducidad del producto. 

Recomienda al.macenar el producto a 4~ durante 5 6 6 me~ 

ses y transportarlo para su distribuci6n durante la noche_Y en 
refrigeraci6n. 

(19,38,50) 

Los ensayos que se consideran prioritarios antes de la -

distribución corresponden a : c~enta viable, identificación s~ 
ro16gica, inf ecci6n en planta, cn~~yos de efectividad y conte
nido de humedad. 

Recomiendan especificar en ei r6tu1o e1 tipo de soporte -

empleado. 

Ensayos prioritarios en inocu.1antes a base de soporte es
t~ril: cuenta en piaca, inf ecci6n en p1anta, identidad serol6-
gíca, detecci6n do ios contaminantes, tinci6n de Gram. 

&>.sayos prioritarios en inocu1antes a base de soportes no 
estéri1es: esencial.mente cuenta por dilución e infección en -

planta e identidad aerológica de los n6duJ.os. 

Ensayos OFcionales para ios inoculantes previamente ensa
yados: humedad, diluci6a a i.nf~cción en planta. 

(19,37,38,50). 
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Limites del Námero de Rhizobia establecidos en loe 

Inoculantes a base de un soporte sólido en el mundo 

l'aie 

Aust%'1'.lia 

Ca.nado!. 

Estandar 

Soporte eeMril: l x 109 Rhizobia/g 
de inoculante, despu6s de la fecha 

caducidad 106 • l'ara Lotononis de 5-
30 x 106 • Despu&s de la fecha de 
ducidad 3 x 107 • Si presenta 106 

proporciona 100 Rhizobia/semilla. 

Y se considera: 

•Calidad muy deficiente con cuenta 
de 10 7 Rhizobia/g inocul.ante 

•Ca1idad deficiente si es de 10 7 a 
106 (con 2 meses de caducidad) 

•Ca1idad satisfactoria si es de 
109 {con 6 ~~~o~ de c~~ueidad) 

•Calidad muy satisfactoria si es 
mayor a 109 (con 9-12 meses de cad~ 
cidad) 

(19,36,50,54). 

Satisfactorio con l x 106 Hhizobia/g 
inocu1ante, 10 que proporciona. un mi 
nimo de l X 103 Rhizobia/aemilla ( -
19,54). 



País 

Checosl.ovaquia 

u.s.A 

Rol.anda 

:India 

Nva. Zel.anda 
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Estandar 

Aceptable cuando es de 3 x 108 Rhiz~ 
bia/g inooul.ante (19,54). 

Basado en estudios porcentual.es de 
l.a nodul.aci6n: 

•satisfactorio: si el. 90jb o más de 
lno p1c.ntes presenta 1 6 m~a nódulos 

sobre la raíz primaria y las caract~ 

r!sticas de las plantas son compara
bl.es a l.a del. control. fertil.izado. 

•Regular: si del. 67~ al 90jb de l.as 
pl.antas contiene 1 6 más n6dul.os. 
•Insatisfactorio: si es menor e.l. -

67~ de l.as pl.antas nodul.adas. 

(54). 

De 4 a 25 x 109 ibrlzobia/g inocul.an
te (l.9,54). 

De l. x 108 , y despu6s del.a fecha de 
ce.du~idad Re acenta un mínimo de 
1 x 107 Rhizobi.,¡g inocul.ante (11, 
54). 

Doapu6s de l.n fecha de caducidad ( 6 
meses) se permite un mínimo de 
1 x 108 Rb.izobia/g ínocul.ante, l.o -
que garantiza 300 Rhizobias viabl.es 
por semilla después de almacenarse a 
2o•c por 28 días (19,54). 



País 

SU.d Af'ri.ca 

URSS 

Uruguey 

Estados Unidos 
Mexicanos 

31. 

Estandar 

A base de soporte est6ril., un mínimo. 
de l. x 108 061.ulas/g inoculante (50). 

De 5 x 107 Rhizobia/g inocul.ante ( 
l.9,54). 

Cerca de 1a fecha de caducidad, un 
mínimo de l. .x 107 Rhizobia/g inocu--
1.ante (54). 

se muestra 1as diferentes caracteri~ 
ticas de los inocu1antes en algunas 
Instituciones: 

•P'ertimex 
•Lab. 11!1crob. Programa de E)npl.eo 
Rural. 

•Col.agio de Postgraduados 
•Quimica Lucava, S.A. 
•Nitragin. 
•PIRA 
•l'ac. Química, UNAM 
•Insti.tuto de Geol.og!a, UNAM 
{var t~bla ~ontínua) 

(l.5,l.9). 



Caraoterlatioaa de lo• In.ooula1l'~H •laborado• en lo• !eiadoa 11n1doa )(ox10111011 (lS,19,23) 

!nsti tuoio1n Looml14d Soporte Inoolllante Poblaci6n de h Control de 
tuallo iu.rba \Uli- aulti- lillhobia 1 Gana Calidad 
de P8.t eet'- o•~• o epa 'da 
tioula ril 

Pertimex llúioo, malla s:C - + l08-1a9(6 llHH) ClWlti:l'ioa-
D,l, 200 o1'1n del lo, 

llhizob11111/g 
illooulanh, 

Iab.lliorob. llatcihuala, . . + +/- 108 (Sauea) . 
Programa de S.L.P, 
Empleo Rural 

Colegio de Chapillgo 1 
. • + + 109 (6 neaee) • 

Postgraduadoe IUxioo. 

Quimica, Luoa- lldo ,llu, • • + - 108 (6 :nuee) • 
va, S.A. 

IUtragin Glll.dala~a- • • + + 108 (6.oeaeeO . 
ra,Jali•oo 7 100 

PIRA !renoygoa, ull& .. - + 108 (6 llHH) • 
llonlo11. 100 

lao, Qu.imioa, lltfxioo,D.P. mallt1 • + - 109 (6 aHH) . 
lJl'IAI! 1 el 200 

Insti t1:ti d• 
Geología, lll'IAJI "' "' 
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2.7 •BTODOLOGIA l!N EL CONTROL DB CALIDAD 

PARA INOCULANTBS BIOLOGICOS AGRICOLAS 

Se clasifica en ensayos cualitativos y cuantitativos: 

ENSAYOS CUALITAUVOS 

-Rectificación del rótulo 
-Determinación de la Pur_!t 

za: 
•Inoculación en Peptona 
Glucosa /iga.r 

•Xnocu1aci6n en Extracto 
de Levadura llanitol 

Asar 
•Tinci6n de Gram 
•Determinación del pH 
•Identificación por Agl~ 
tinación. 

EtlSAYOS CUALITATIVOS 

l!NSAYOS CUANTITATIVOS 

-Determinación de 1a hume
dad. 

-Cuenta total. de c.slulas 
-Nómero de Rhizobia viable 

por el método de dilución 
y siembra en p1aca 

-Bnea.:ros en e1 invernadero: 
•Método de Dilución e In
fección en Planta (infe~ 
tividad) 

•Determinación de la Efe~ 
tividad. 

RBCTIPICACION DEL HO'l!ULO. Lleva la in:f'ormaci6n básica que 
caracteriza a1 producto empacado como: 

-llombre(s) de la( s) leguminosa( s) para el cual debe em-
ploarno 

-Género y especie de la bacteria presente 
-Nómero de Rhizobia por gramo de inoculante o semilla 
-Contenido neto 
-Cantidad de semilla o supert'icie a tratar 
-Instrucciones para eu uso 
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-Condiciones para su nbnacenamiento 
-Fecha de caducidad 

-Nómero de lote 
-Nombre y dirección de1 productor 

(ll,50). 

DETERMINACION DE LA l'UREZA. lln el cultivo madre, en el -
cu1tivo de producción y en e1 producto terminado, existen va-
rios ensayos que complementan 1a detección de 1os microorga.ni~ 
mas contaminantes cuyns características macroscópicas y micro~ 
c6picas deben ser diferentes a 1a bacteria de interés (ver ta
bla 2.2.l). Estas determinaciones se efectdan mediante: 

•Inoculación en Peptona Glucosa Agar e incubación a 28 -
30•0 durante 24-48 h. El crecimiento abundante en este medio 
de cul.tivo indica 1a presencia de contaminantes que frecuente
mente se asocia con e1 cambio dc1 pH que se observa al. inc1uir 
al. medio base un indicador (Púrpura de Bromocreso1: 10 m1 de 
una solución al. l.0% en etanol, por litro de medio). 

Agrobacterium es e1 contaminante más común; crece abun
dantemente con cambi:oa apreciables de1 val.ar de pH (7,21,37, -
51,52). 

•Inocu1aci6n en Extracto de Levadura Wa.ni~o~ ~.e~r Rojo -
Congo e incubación a 28-Jo•c. E)l este medio Rhizobium presenta 
caracter!sticas especificas, por 10 que e1 desarro11o de colo
nias con caracter!sticas diferentes a aquellas (ver tab1a 
2.2.l) as! como 1a presencia de colonias que absorben e1 colo
rante adicionado a1 medio base, indica la presencia de contam! 
nantes. Es necesario incubar en la obscuridad para evitar que 
las especies de Rhizobium absorban el colorante por el efecto 
de la luz (7,ll,21,50,52). 

La ausencia de contaminantes en diluciones desde 106 ino

culadas en los medios de cu1tivo an.teriores, indica que el in~ 
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cul.ante es aceptabie (50). 

·Tinci6n de Gram. se rea1iza de cada colonia detectada en 
los medios anteriores que presente características macroscópi
cas diferentes a ias de ia bacteria de inter6s (2i,24,2B,37, -
50,52). 

•Determinación dei pH. cuando ei pH dei cul.tivo iiquido 
inoculado es mayor a 8 o cenar a 6 indica la probable presen-
c:i.a de contaminantes (2i,24). Excepto en ioe caeos de ~ 
B!!!!!! meiiioti que produce un pH de 5.4 y para ioe cuitivos de 
Lotononis que aicaiiniza ei cuitivo (50). 

•Identificación por agiutinación. Verifica ia estirpe ue~ 
da. Es una tl!cnica recomendada··por su simpleza, y facilidad.La 
tipificación eeroiógica por agiutinaci6n da ia posibiiidad de 
una caracte.rización rápida de la estirpe presente en lon nódu
los, oue co~tienen los bacteroides con los antígenos que aglu
tinen especÍ~icamente al suero inmune contra la especie oue 
di6 origen al nódulo. La desventaja principal que presenta es
te ensayo ea que el laboratorio de control de calidad debe di~ 
poner de los sueros inmunes anti-cepa de las bacterias que em
plean en la f"abricac.i6n de los inoculantes biológicos (21., 24, 

50,52,54). 

E:ISAYOS CUANTITATIVOS 

DETERMINACION DE LA h1JJ.!EDAD. Se determina por pérdida de 
peso ai secado (i5,37,5i). 

CUmlTA TOTAL DE CELULAS ( CAMARA DE PETROl'l' HAUSSER) • Se 
emplea un microscopio de cont~aste de fase y un objetivo de 

20-40 X, loe microorganismos cuP..ntificados no permiten dif"ere~ 
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ciar a 1as c~1u1aa vivas de J.as muertas. Loa resul.tados están 
dados por e1 n11mero de cé1uJ.as por vo111men (21,50). 

DETERMINACION DEL NUMERO DE RHIZOBIA VIABLE. Se emp1ea e1 
m~todo de di1uci6n y cuenta en p1aca y e1 medio de cuJ.tivo ~ 
ELMARC. Se real.iza una serie de diJ.ucionea decima.lee de una . · -
muestra representativa hasta obtener cajas con 30 a 300 c01o-

nias. En este medio Rhizobium presenta caracter!sticas cu1tur~ 

J.es cu1turaJ.es específicas que facil.itcn su cuantificaci6n, P!, 
ro no es posib1e distinguir a J.as diferentes cepas ~el. ~ 

~cuando se trata, de inocul.antes muJ.ticepa (17,24,33). 

En este medio se real.iza simul.tán.eamente l.a detecci6n y 
cuantificaci6n de l.os contaminantes. O bien para evitar el. de

sarro11o de éstos y evaluar el. número real de Rhizobia se agr~ 

ga al. medio cualouiera de J.os siguientes componentes: 

•01igomicina (2.5 ml./1, de una ~o1uci6n e.J. 1~) 

•Rosa de Ber-.ge.J.a ( 30 mcg/ml.) 
•Penta C1or~ Nitro Benceno (PCNB) (50 mcg/m1) 
•Rosa de Benge.J.a.-01igomicina (30 ppm/30 ppm) 
•01igomicine.-Rose. de Benge.J.e.-PCNB (30 ppm/7 .5 ppm/50 ppm) 
•Verde Bri11ante-Rojo Congo-Azida de Sodio-PCNB (0.1 ppm/ 

25 ppm/0.1 ppm/5 pp~) 
{11). 

El agente di1uyente varia, enpleándose agua destilada, B,2 

1uci6n salina (0.85%), 6 so1uci6n amortiguado~a de fosfatos 
pH 7.2). El tiempo par~ obtener resu1tados varía de 4 a 6 días 
para las especies de crecimiento rápido y de 7 a 10 días para 

1a""l3 de crecimiento 1ento. Las desventajas que presenta éste m,! 
to~o es que el medio empleado para las placas no es selectivo, 

y las· contaminantes presentes llegan a predominar sobre el ná

mero de Rhizobia (11,21,50). Considerándose como una cuenta im 
práct;;:.;a cuando existe de contaminantes el 0.1% (37), y cuando 
existe.presencia de éstos hasta 1a di1ución 106 (50). 
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ENSAYOS EN EL INVERNADERO. Se emplea el método de dilu
ci6n e infección en planta y se determJ.na la habilidad para -
formar n6du1oa y la efectividad (capacidad de la fijaci6n del 
nitrógeno), mediante eva1uacionea de peso seco de parte a6rea, 
peso seco de n6du1os y nitrógeno total.. 

En 6stos ensayos se deben considerar: e1 hospedero aspee! 
fico, las condicione~ Ccl invernadero como son la temperatura 
que influye en el desarrollo de la especie de la plantn que se 
emplea, el periodo de luz, la· oircul.aci6n del aire, y evitar 
la contaminaoi6n entre tratamientos. 

Existe una gran variedad de sistemas para este tipo de e!!_ 
sayos·· que incluyen: tubos de ensayo, Jarras de Leonard, Vasos 
de Glazard, Macetas y Bolsas de polietileno. El material de B,2 
porte p~ede ser diferente en cada caso, al. igual. que la forma 
en que son esterilizados. 

•El método de di1uci6n e infección en planta es conocido 
con el nombre del número !llás probable (NMP). Método indirecto 
que involucra la illocu.J.aci6n de diluciones crecientes en_ las 
e~millas del hospedero especifico, las que son cu1tivadas en -
condiciones de invernadero. 

Cuando únicamente se trata de establecer el ndmero de -
Rhizobia se requiere de un tiempo menor, y se asume que la pr~ 
sencia de una bacteria es suficiente para inducir la nodu1a--
ci6n, por le que para determinar el NMP se detectarán dnicamcE, 
te les nódulos. El cál.cu1o de Rhizobia por gramo de inoculante 
se basa en la "'l!eor!a del Má.ximo Probabl.e" y de la. "Densidad -
estimada" que describen Pisher & Yates (27,53). 

La deainfecci6n de las semillas se efectúa de acuerdo a 
su tamaf!o y características de su cubierta, y se emplea agu.a -
oxigenada y al.cobol etilico al. 95~ ó Ac. SUlfúrico 6 NaOCl 6 



HgC12 eJ. 0.2~ (11,29). 

El vehicu.lo para las diluciones puede ser solución sa1i-
na, agua destilada, 6 solución amortiguadora de fosfatos. CU~ 
do se emplea inocu1antes a base de a.ceitea se emplea un agente 
surfactante como Tween 6 Span 65 (50). 

Para el riego de las plantas ac !::=.::?. dese.rita numerosas 
so1uciones nutritivas (11,50,51). 



2.8 SEaol!!IOIA DE ENSAYOS DE CONTROL DE CALIDAD EN LA 

ELABORACION DE INOCULANTES A BASE DE SOPORTES SOLIDOS 
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ENSAYOS MATERIA PRIMA PROCESO DE PROOOCCION 

l!'isicos y Quúnicoe ce s li!C: CM !!' PT 

•Caracterietica.s del + + + + + ·+ 
r6tul.<> (coa. eepecif1 
caciones d~ferentea 
en cada. caao) 

•pH + + + + + 

·'ramaflo de part:í,cul.e + 

·C<><>teni.do de humedad + + 

•Características nu- .¡. + 
tri.cional.es 

• + = si se realiza el ensayo indicado 

ce :s Cepa de Colecci6n CM Cu1tivo aadra (stock) 

s =soporte !!' Fermentación 

MC =Medio de CUltivo fl! Producto Terminado 



2.8 SECUENCIA DE EllSAYOS DE CONTROL DE CALIDAD EN LA 

ELAl!ORACION DE IllOCULANTES A BASE DE SOPORTES SOLIDOS 

( CO!ITI!IU ACI ON) 
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ENSAYOS MATERIA PRIM.A PROCESO DE PRODUCCION 

Microbiológicos 

.Tinción de Gram 

•Aglutinación 

•Desarrollo en ELMARC 

•Detección de contam!_ 
nantes por ag1ut!na-
ción en PGAl'B 

• cuenta total 

•CUenta de viable~ 

•Infeotividad 

•Efectividad 

ce s MC 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

-PT 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+· + + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

u ...,. " = sí se rea1iza el. ensayo indicado 
ce Cepa de colección CM cultivo Madre(stock) 

s 
?t!C 

Soporte 
Medio de CUltivo 

p· 

PT 

Fermentación 
Producto Termina.do 



2.9 TIPOS DE INOcroLANTES Y METODOS DE Al'LICACION 

DependieadQ del aoport:e baae de.J. cul.tivo bac~eriano ee -
clasifican en : 

.Inoculan.te a base de un cultivo aoco en acei~e: a 1a eu~ 

pensión celular después de un proceso de secado es reco1éctado 

e impregnado en aceite (de origen animal. o vegetal} con 10 -
cual se reduce el contenido de agua de las células sin afectar 
su viabi1idad. El contenido de humedad varia de1 1-10% • Esta 

presentación del inocu1ante es estable a temperatura de 75 'b. 

S61o se produce a nive1 laboratorio 6 a pequefia escala, -
se aplica sobre la semilla. 

(50,54). 

•Inoculente a base de un cultivo desarrollado en agar: se 
presenta en un recipiente de vidrio en el cual se encuentra -
propagada la bacteria sobre la superficie sólida del a.ga.r nu

tritivo. 

Fara su aplicación se lava la superficie del medlo de cu_! 
tivo con agua estéril, y con ésta suspensión concentrada de m1 
croorganismos se humedecen 1as semi11aa o se aplica a1 sue1o. 

Su producción y ap1icaci6n es senci1la; al ser visible el 
crecimiento se detectan fácilmente los contaminantes. 

(50,54). 

·Inoculan.te a base de cu1tivo liofilizado: en el proceso 
de liofilización el cultivo precongelado es desecado por aubl,! 
maci6n al vacío, reduciendo la actividad metabólica a1 mínimo 

y obtiene en un pequeño volumen una alta concentración de cé1~ 

~ 
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las. adem~s que ocupa poco espacio al a:Lmacenarse; el tiempo.
de vida media del producto es mayor aún·a temperaturas altas. 

Para emplearse simplemente se reconstituye en solución r~ 
gu.1adora de fosfatos 6 SSI 6 caldo de cultivo; tiene como des
ventaja Que el equipo empleado es complejo y caro. 

(19,50,54). 

•Inocu1ante a base de cultivos congelados concentrados: 
el cultivo bacteriano es concentrado en tul.a pasta, empacado y 
congelado rápidamente, sometidos a congelaci6n con hielo seco. 

Almacenado a o•c por 8 meses. Tienen oue ser usado en m~ 
nos de 24 h. Unicamente se aplica con la técnica de 0 slurry". 

(54). 

•Inocu1ante a base de un soporte sólido: depende del tam'!:., 
ftO de partícula del soporte (polvo fino·, !'01VO reeular y gran~ 

lado), cuyas características garantizan la sobrevivencia de la 
bacteria awnentando el tiempo de vida media del producto. 

A nivel industrial ésta presentaci6n es la más empleada. 

La gran variedad de soportes que pueden usarse permiten 
el empleo de cepas de Rh1zobium especificas y amplían su uso 
Ftfi UMR e;t"Rn VRri.~ñ~ft rle 1.Ae;'1lmi nOBRR4 

(34,50,54). 

Al'LICACION DEL INOCULA!ITE 

Si se mezcla el inoculante y la semilla fuera del área -
de siembra se le denomina método indirecto (20), y directo 
cuando el inoculante se aplica al suelo ( 8). 
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El método indirecto comprende varias técnicas de aplica.--
ci6n: 

-método en seco, caando la •e~cl.a de ia.oC'\1.l.an~e y semilla 
se incorpora al suelo humedecido (23,37 1 40-46). 

-m~todo de "slurry", cuando al 1nocu1ante a• le adiciona 
agua antes de mezcla.rae con la semilla (25,29). 

-m~todo de rociado, si primeramente se humecta a la semi
lla con agua, goma arábiga u otra aoluci6n adherente y des--
pués se adiciona al inoculante (13,25,31). 

•Recubrimiento, cuando se 1e adiciona un agente neutra1! 
zen.te (Carbonato de caJ.cio) sobre la semilla ya recubierta con 
el. inocu1ante (10,34;;¡7). 
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III OBJETIVOS 

3.1 Comprobar la variabilidad de algunos inoculantes -
que se distribuyen en el país, mediante la determina-
ci6n ·de la calidad de ll inoculantes biológicos {6.el~ 

borados en la Facultad de Química y 5 comerciales). 

3.1.1 Determinar el número de Bradyrhizobia viablea -
por gramo de inocula.nte. 

3.1.2 Detectar la presencin de cont~inantes. 

3.1.3 Determinar la proporción de los contaminantes -
en relación al Bradyrhizobia presente. 

3.1.4 Co1·roborar la. capro.cidad infectiva y efectiva de 
le.s bacterias. 

3.1.5 Caracterizar la ca1idad de los productos emple!; 
dos con bnse en las determinaciones anteriores. 

3.l.6 Comparar la ct:lliUaU y ccmp~titi7id~d de 1on vr2 
duetos analizados. 

3.2 Proporcionar la secuencia oue debe tener un manual 
de procedimientos de control de calidad que sirva de -
base en la e1nboraci6n de inocttla.ntes sólidos oue son 
los a~ nayor uso en e1 uaís. 
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IV PARTE EXPERIMENTAL 

4.i INOCULANTE. Loe productos que ee empl.earon fueron: 

-INOC!JLAl!TE DIANITRO FIX SOYA 

-NITROBIOL. INOCULANTE PARA SOYA (FERTILIZANTES MElaCA

NOS, s.;..) 

-LUCANIT. INOCULANTE PARA SOYA (Qun:ICA LUCAVA, S.A. de 

c~v.) 

-INOC!JLANTE PARA SOYA ( i;:.!PRESAS NITRAGIN) 

-INOCULANTE PARA SOYA (FIRA) 

-INOCULANTE PARA SOYA. CEPA FQ4 (FAC. QUIMICA, UNAM) 

-INOCULANTE PARA SOYA. CEPA FQ7 (FAC. QUUlICA, UNAM) 

-INOCULANTE PARA SOYA. CEPA PQB (FAC. QUIMICA, UNAM) 

-INOCULANTE PARA SOYA. CEPA PQg (FAC. QUIMICA, UNAM) 

-Il:OCULt.!lT~ PARA SOYA. CEPA FQ17 (PAC. QUIMICA, UNAM) 

-INOCULAl!TE PARA SOYA. CEPA PQl.B(PAC. QUIMICA, UNAM) 

Estos :fueron adquiridos en tiendas comercial.es, a tra-

vée de agricuitores y en l.a Fac. de Química, UNAM. Todos 

sa conservaron en refrigeraci6n hasta el momento de su -

e.nál.ieis. 

El orden en que están mencionados los inoculantes comeE 
ciales es independiente a1 orden en que están denotados 
en loa análisis. 
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4.1.1 DIAGl!AL:A GENERAL DE TRABAJO 

Muestra 1as determinaciones fisicas y microbiológicas a 

partir del inocu1B.11te s6lido 6 de una serie de dilucio-
nes decimales (Ver diagrama). 

4. 2 DETER!i.IliACIONES FISICAS 

4.2.1 PH 

Se emple6 una relaci6n inoculB.!lte-agua 1:10, y ee tom6 
la lectura en un potencÜmetro Beckman pH meter Md H2 ( 
51,52). 

4.2.2 '}í. Humedad 

Por pérdida a temperatura de 98 ºe hasta peso constante 
(17). 

Pi - Pf' 
'}í. H = 

Pi 

Donde: 
:f, 3 = Por ciento de humedad 
Pi Peso de la muestra húmeda 
Pf Peso d~ 1a ~ua=tr~ a p~so constante 

4.3 DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS 

4.3.1 Determinación de Bradyrhizobia viables por gramo de ino
culanto en base hdmeda por el método de dilución y siem
bra en placa. 

Se toman 3 submuestras del inoculante de 10 g de cada -
una. Preparar tres series de diluciones de 10-1 a 10-10 · 

empleando como vehiculo una solución salina al o.85 %. 
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En cajas de Petri estériles colocar l.O ml de las dilu~ 
ciones 10-6 a io-10 de cada una de las series con lo 
que se tiene cada diluci6n por triplicado. 
Agregar a cada caja petri 20 ml del medio Extracto de l~ 
vadura manitol agar rojo congo (apéndice 8.l), el que d~ 
berá estar a temperatura de 40 a 45ºc. 
Incubar durante 10 dias a temperatura de 28-3o'c. 
Seleccionar las cajas que contengan menos de 300 col~ 
nias y se cuantifican las colonias que presentan las ca
racteristicas tipicas de Brad¡rhizobium (17,52). 

4.3.2 Detecci6n de contaminantes 

Se empls6 el método de diluci6n y siembra en placa des-
cri to en el inciso anterior. empleando loa medios de cu!, 
tivo Extracto de levadura manitol rojo congo y Peptona 
glucosa pdrpura de bromocresol (apéndice 8.l y 8.2). In
cubación~ 28'c durante 10 días y 48 horas respectiva.me~ 
te. De las colonias atípicas desarrolladas en ELb!ARC se 
hicieron frotis y coloraciones por la t~cnica de Gram ( 
apéndice 8.3). 

4.3.3 Determinación de la proporción de Rhizobia y contaminan~ 

tes. 

Se realizó con base en la cuantificaci6n de colonias tí
picas y atípicas desarrolladas en e1 medio de ELMARC. 

4.3.4 Determinación de 1a capacidad infectiva, por e1 método -
de di1ución e inoculación en e1 hospedero especifico. 

Se probaron 2 niveles de inoculación (O.l y l.O ml) para 
e11o con cada inoculante se procedió a: 

-Preparación de las unidades experimentales. 
EcL 548 boleas de polieti1eno negras, se colocó una hoja 
de pape1 fi1tro grueso previamente esteri1izado (apénd! 



ce 8.5). Estas se dividieron en 11 series de 48 bolsas -

y i de 20. se coioca.ron en un bastidor de al.ambre (apén
dice 8.6) y a cada boiea se ie agregan 20 ml. de eoiución 
nutritiva de Jensen esteriiizada iibre de nitrógeno ( 
aplindice 8.4). 

-Preparación de ias semiiias. 
Se emplearon semillas de Glycine ~ variedad JuPiter. 

Se ae1eccionaron semillas de igual tamrut.o y sin dafios -

aparentes. Estas ae colocaron en un fra~co J fueron de-
einfectadae por tratamiento con etanoi ai 95 % e hipoci2 
rito de sodio al. 5 %. El. exceso de dasinfectante se eii
min6 mediante iavados con agua estérii. 
Las semillas desinfectadRs se colocaron en cajas de pe-

tri con al.godón y papei estéri1 y humedecidos y se deja.
ron a 28 ºe durante 3 días para su germinaci6n. 
En co~iciones de asepsia y con pinzas est~riles se colo

có l semilla germinada en cada bolsa. 

-Inoculación de las semillas. 
Con cada inoculante se prepararon 2 series de diluciones 
de io -i a io-8 • 
Con las diluciones io-3 a io-8 de cada serie se inocul!!:, 

ron por duplicado o.l ó 1.0 ml con lo que se probó cada 

dilución por cuadrupllca.J.o c.r .. 1c~ do::: nivell?9 ñP. inocul!:, 

ci6n, empleándose 48 bolsas por inoculante y 20 bolsas 

como testigos. 

Las unidades experimentales se colocaron en invernadero 

durante 3 semanas procediéndose a detectar la presencia 

o ausencia de nóduios (apéndice 8.7) y determinar ei nú
mero más probable {N1',íP) de rhi::;:obia. 

-Determinación dei !IMl'. 

Se cuantificó el .n¡imero totai de boisas positivas y se 
consuitaron ias tabias de Fisher & Yates (apéndice 



6.9), en donde: 

n=4 
s = 6 

Rhizobia/g inocu1ente 
m X d 

V X g 

m = Nli!l' en 1a di1uci6n mínima. 
d = inverso de 1a primera di1uci6n empleada 
v = volumen de la muestra adicionada 
g = peso de la muestra. 

(17,52,53). 
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4.3.5 Daterminaci6n de 1a efectividad en 1a fijaci6n de nitr6-
geno. 

Se realizó con 9 de los 11 inoculantes en estudio, em--
pleando mat:etas con tczontle y eoluCi6n nutrí ti va libre 
de nitr6geno (apéndice 6.4). 

-Preparación de unidades experimentales: 
Macetas de 20 cm de diámetro fueron lavadas y desinfecta 
das con cloralex y cubiertas con papel estraza. 
E1 soporte (tezont1e) se 1av6 y se 1e ajust6 e1 pH a 7.U 
E::!"te fu~ P.m!'lacado en bolsa de polipropileno y se esteri

lizó por exposición a vapor corriente durante 90 minutos 
En condiciones de asepsia se llenaron laa macetas con el 
tezontle estéril y se humedecieron con 350 ml de solu--
ci6n de Jensen (apéndice 6.4). 

-Desinfección de las semillas e inoculación. 
Se pesaron 11 lotes de 5 g de semi11n de Gl.ycine ~ va
riedad Jupiter. Estos se caldearon en 11 frascos y se a
greg6 hipoc1orito de sodio a1 5 % (v/v) durante 5 minu-
tos, se decantó el desinfectante y se lavaron 10 veces -
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con agua est6rii a fin de eiiminar ei desinfectante. 
Se agregó en cada frasco o.i mi de adherente (goma aráb! 
ga al. 40 ~) y se agitó para cubrir ia~ semiiiaa y se pr2 
cedió a agregar 0.2 g de1 inoculante a probar procurando 
que las semillas quedaran perfectamente cubiertas. 
Con una espátula desinfectada se procedio a colocar de -
cada lote o traim.miento 6 semillas por maceta, las que 
ee dejaron genninar y de ellas se dejaron 2 plantas por 
maceta,, 

Las unidades (npénd!c~ 8.8) se colocaron en el invernada 
ro a temperatura mínima nocturna de lJºC y má.xima diurn: 
de 32ºc y i) h iuz. 
En el periodo de crecimiento se dieron riesgos alternos 
de solución nutritiva y e.gua esteril. 
La cosecha se rea1iz6 a los 50 d!ae y se eva1u6 el peso 
seco de nódulos y parte aérea. 

-Disefio experimental.: Completamente al azar con 3 repet! 
e iones. 

-Descripción de los tratamientos y claves1 

Inocu1antes comercia1es 
i.- A 
2.- B 
3.- e 
4.- D 
5.- E 

Inocu1antes preparados con cepas de 1a co1ecoión·de 1a 
Fac. de Qu1mice., UNA?.l. 

6.- FQB 
7.- FQg 

8.- FQi7 
9.- FQiS 

io.- Testigo negativo. 



Tabla 110.l. 

ReSu1tados de a1gunas caracter!sticaa físicas de once 
inocu1an.tes (Se expresa 1a media de 3 repeticiones} 

Inocu1antes 

A 

B 

e 

D 

E -
l'Q4 

l'Q7 

l'Qa 

l'Q9 

l'Ql7 

l'Ql8 

Metadol.ogía p.46 

Metadol.ogía p.46 

Caracterí. sticas 

pH • ~Humedad .. 
6.2 37.4 

7.2 51..l. 

6.8 42.9 

6.8 40.3 

6.4 54.6 

7.4 42.8 

7.3 39.3 

7.4 43.l. 

7.1 40.2 

7.l. 41..l. 

6.2 37.7 

51. 



Tabl.a Ro. 2 
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Ndmero de Bradyrhizobie/ g inocul.e.ate 

Tipo de cuenta en Infección en pl.anta 
inocul.e.ate p1aca l..Oml. liJl!l' .. O.lml. . 

A 2.6 X l.09 2.7 X l.05 8.6 X l.05 

B l..3 X 109 l..2 X 104 1.3 X l.04 

e 5.9 X l.09 9.9 X 105 3.2 X l.06 

D 5.9 X 107 3.9 X 105 1.7 X l.05 

E 1.7 X l.011 5.9 X 105 l..2 X l.06 

FQ4 7.l. X l.09 4.1 X 105 2.7 X l.05 

p~ 9.8 X l.0].]. 8.5 X l.05 2.7 X l.05 

PQ5 2.l. X l.Ol.O l..3 X l.05 3.0 X l.05 

PQ9 6.7 X l.01.l. 5.9 X l.05 l..7 X l.06 

PQl.7 3.l. X l.Ol.l. 7.1 X l.05 3.0 X l.05 

l'Ql8 2.3 :;;: l.o10 1.4 X l.06 3.1 X 106 

ºMetodol.ogía pp. 46-47 

• "Metodol.og!a pp. 47-49 



Gráfica No.1 

Re1aci6n de1 No. de Bradyrhizobium y e1 NMP de Bradyrhizobium 
infectiva por gramo de inoculante. 

No. Brafyrhizobiwn/ 
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c:::J Lag Bradyrhizobium viab1e/g inocu1ante 
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Gráfica Ne. 2 

Relación del NJ.11' bajo des niveles de 1nocul.aci6n 
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nivel de inocu1aci6n 1.0 mi 

nivel de inoculación o.i m1 ,.,. 0.83 
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Te.bla No. 3.1 

Déscripci6n de al.gunas ca.I:'acter!sticas culturales de 
Contaminantes desarro1lados en el medio de cultivo PGA.PB. 

Tipo del Características de Contamin.,.ntes 
Inoculan te Co1oniales li~icrosc6nic?.s 

,\ (l) t:.a.:.,•or A. 2rr.r:;. de br.ciloa c;rr:::.ndes 

di~rr.ctro, r.tucosas, 
bl!'\!l.C').Sr cóncavas, Grom negativo 
con bordes regula-
re2, !lroductoras -
de acidez. 
(2) menor a 2mm de bacilos grand.es 

diáJ:ietro, mucosa.e, Grom negativo 
azu.1es, :planRs, --
con bordea regula.-
res. 

E Idem. (2) Idem. (2) 

(3) mayor a 2mm de bP.c:ilos JJri::i.ndes 

di~'!tro, mucosas, Gra.i:t negetivo 
bordes regulare o, 
arne.ri1lentr.s, pro-
ductoras de acidez. 

l'Q4 Idem. (2) Idem. (2) 

• ¡.:etodolo1d:a PJl• 4 7 

55 
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Tabl.a 1\o. 3.2 

Descrir.ci6n de a1gunPs caracteristicas cultura1~~ de 

cont .... r..inc-.ntes desarrolladoR en e1 medio de culti-.ro EL?t:A::tC 

Tir.c ~el. Car1.1.ct~rístic~s de Contr.minP .. n:t ~s 
Inocu1e.n te Col.oniales Microsc6!Jic?.s 

A (l.) menor a 2mm de cocos 

dilir.tetro, ::.ucosa.s, 
amari11ent~s, pl.a- Gra.m neg5.ti~10 
nas, bordes irre!;!! 
l.o.res. 

B Idem. (l.) Idem. {l.) 

(2) crecimisnto de 
hongos 

(3) mayor a. 2rnm de bacil.os delga-
diámetro, transpa- dos 
rentes, tw\P..ri11c::.-
tna, bordes regul.3 Gram negatii.·o 
res. 

e Idem. (l.) Idem. (l.) 

Idem. (2) 

E Idem. ( 3) Idem. (3) 

• L!etodol.ogía pp. 47 



Tab1a No,4 

Resuitados de 1a cuantificación de los contaminantes 
presentes en 1os inoculantes (medio de cultivo ELMARC) 

57 

Tipo de Log, microorganismoa/g·inocula.nte i'Contaminantes 
inocul.an.tce Bradyrhizobium 

A 9.41 

B 9,11 

e 9,77 

D 7,77 

E 11.19 

FQ4 9,83 

FQ7 11.36 

FQS 10.85 

FQ9 11.23 

FQl7 ll.49 

FQl8 10.32 

Metodología pp, 47 

Metodología pp, 47 

. 
Contal!litmntea 

0,44 4,5 

0,43 4.6 

0.02 0.2 

o.o o.o 

1.57 ll.6 

o.o o.o 

o.o o.o 

º-"º o.o 

o.o o.o 

o.o o.o 

o.o o.o 

.. 



Gráfica No. 3 

Relación porcentua1 del No. Bradyrhizobium-No. Contaminantes 
viab1ea presentes en el medio de ELMARC con respecto al. ~ humedad 
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Tabla No. 5 

Reau1tados de l~s pruebas de efectividad en la fijación 

del nitrógeno • •• 

Inoculan te Detenninaci6n dei peso seco 

parte e..!:-c:>/piruito. 1 nódulos t/planta 
(g} (mg) 

FQ17 0.52 a 28.9 

FQ8 0.50 b 28.9 

e 0.50 b 12.4 

FQ18 0.47 e lB.2 

FQ9 0.37 d 45.5 

A 0.33 e 22.8 

E 0.33 e 12.7 

T- 0.32 e o.o 

B 0.21 f 53.2 

D 0.16 g 2.9 

• "Metodologia pp. 50 
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Peso seco 

Inoculante 

" B 

e 
D 

E 

l'Q8 

l'Q9 

~7 
~6 
T-

An&l.i.sia ele Varianza. 

Puente ele Variaci.Sn 

Total. 

Trataali.ento 

Error 

GLI Gracloa de libertad. 

ses suma de cuaclrados 

CJ41 Cllaclrado medio 

de la parte aárea (g) 

Repetición 
~t :et I 

0.28 

0.20 

0.40 

o.1a 

0.40 

o. 52 

0.54 

0.46 

0.34 

0.35 

II III 

0.42 0.34 0.99 0.33 

0.23 0.19 0.62 0.21 

0.50 0.61 l..5l. 0.50 

0.19 O.l.2 0.49 O.l.6 

0.20 0.39 0.99 0.33 

o.56 0.43 l.51 o.50 

0.27 0.30 l..l.l. 0.37 

0.56 o. 55 l.. 57 0.52 

0.42 o.55 l..31 0.47 

0.24 0.36 0.95 0.32 

xi =u.05 "i=0.37 

GL se C!I! Peal. ~5r 

29 0.61 

9 0.41 0.045 4.5 2.35 

20 o. 20 0.010 
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P:rueba de ae:;ia.rncíc'in de Du."''""' 
Di:f"erencia signi:f"ica.tiva m!nima : o.Ol.7 

p 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

R l.O l..08 l.l.2 l.14 l,15 
1.05 l,l.O l.13 l.l.5 

DSM 0.0118 0.0187 0.0192 0.0195 
'i>.017 0.0184 0.0194 0.0193 0.0195 

Ordenación de l.as .nedio.s de los tratwrzia.ntos en forma 

ascendente. 

A e 
D B T- ¡;; l'llg FQl.c FQa FQl.7 

O.l.6 0 • 21 0,32 0 • 33 0.37 0.47 °· 50 o.52 
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Gráfica No. 3 

Re1aci6n de 1os resu1tados obtenidos en la cuenta viable
HMl'- peso seco de parte aérea y peso seco de n6duJ.oa. 
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V DISCUSIO!l DE RESULTADOS 

-En la tabla No.l se observa que los va1ores de pH obten! 
dos son muy similares a los recomendados en la literatura los 
que f1uctuan entre 6.2 y 7.4 

-Respecto a1 contenido de humedad 1a literatura indica p~ 
ra inoculan.tes a base de soportes estérileo va1ores de 50 a 
60 ~ y para aquellos en que se emplean soportes no estériles 
de 35 a 40 1'· 

Los inocu1antea estudiados corresponden a los primeros, 
y el contenido de humedad fué adecuado en E y B • 

En -tanto que en loa otros los val.ores resu1taron inferi,2. 
res variando entre 37.4 a 43.l (Tabla No.l). 

-La correlación entre pH y contenido de humedad fué de 
0.008 (Tabla No.l). 

-Respecto a1 nWnero de rhizobia viables por gramo de ino
cu1c.~te se ti~n~ que únicamente en e:L caso de la muestra D se 
regietr6 de 107 células/g inoculante a base de ao~orte estéril 
(Tabla llo.2). 

-Los resultRdos obtenidos por el método de infección en 
planta permitieron corroborar las variaciones reportadas en la 
literatura respecto a1 nWnero de células viables establecidas 
por el m~todo en placa. Asi mismo se comprobó que las cepas -
contenidas en los diferentes incu1antes mantienen su capacidad 
infectiva (Tabla No.2 y Gráfica l). 

Otro aspecto interesante encontrado es que no hay varia
ciones considerables producidas por loa diferentes niveles de 
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inocuiaci6n, observándose una corre1aci6n de 0.83 (Gr~fica -
No. 2). 

-Los resu1tados de ias tabias 3.i y 3.2 indican 1a pr~ 
sencia de contaminantes en 4 de 1os 5 inocu1antes comercia1es 
estudiados y en uno de 1os seis producidos en 1a Pacu1tad de 
Química, registrándose en éste ú1timo una cantidad muy baja de 
conta.minaci6n. 

Las observaciones microsc6picas de 1as colonias de~a.rro-
11adaa en 1oa medica PGAPB y ELMARC indican que ios contero_! 
nantes más frecuentes corresponden a baci1os Gram negativos 
productores de acidez, se detecta.ron formas cocoidee en menor 
proporci6n y bacilos Gram negativos pero productores de al.cal! 
nidad. 

Es interesante hacer notar que en las muestras A y E en 
donde hubo gran cantidad de contaminantca productores de ácido 
corresponden a las muestras en las que se obtuvo un pH menor ( 
Tabias No.1, 3.1 y 3.2). 

Respecto a 1a cantidad de loa contaminantes los va1ores 
resu1taron JnU.y elevados en 1as muestras de inocu1ante comer--
cial., 1as que varían de 0.2~ a 11.5~, siendo e1 máximo permit! 
ble de o.i.;. {IJ:abl.a. !~o.4). 

-En 1a Gráfica 3 se corre1nciona e1 contenido de humedad 
con el nlimero de microorganismos viables la que result6 de 
0.73 y se tiene que en tres de las muestras que presentaron m~ 
yor cantidad de humedad se detectó mayor cantidad de contami-
nantes. 

-En la Tabla No.5 se expone los resultados de peso seco 
de parte a~rea y peso de n6du1os que indican la efectividad e 
infectividad de las diferentes cepas presentes en los inocu1~ 
tes estudiados. 



65 

De ellos se realiz6 el anél.isis estadístico empleando un 
nivel de significacia de o.os. 

El anál.isie de varianza. muestra que ha.y diferencia sign! 
ficativa en~re loa inocula.ntes. Teni~ndoae que los inocul.antes 
que contenicnen cepns más e~icientea corresponden a FQ8 , FQ17 
y e los que a 1a vez no presentaron contruninaci6n 6 en el e~ 
so del inocula.n~c O o6lo preseni6 0.2~. En tanto que 1aa co

pas do los inocu1nntca comerciales A, E, B y D eon inefi-
cientes dando valores de posa seco igual o inferior al. testigo 
negativo, observándose que el tratamiento D ~6 los valores 
más bajos en cuanto a cuenta viable y peso seco de parte aérea. 

Loa va.l.ores de masa nodular indican oue todas laa ce»as 
son infectivaa. La cepa del inocuJ.ante B mostr6 al.ta infectj, 
vidad y baja efectividad, y nueva.mente el inocul.ante D co--
rresponde a loe "alares m~.s bajos (Gráfica No.4). 
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VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

1.- Se comprobó la vnriabilidnd en la Calidad de los dife

rentes inocul.antes biol.6gicos estudiados. 

Las características de contenido de humedad, nH, núme
ro de mtizobia viables/g inoculante y efectividad en los dife
rentes inoculantes estudiados fueron variables. 

En cuanto n la iniectivitlad fueron simlliU"es en 9 de -
los 11 inoculantes. 

2.- La presencin de microorganismos contaminantes en el -
inoculnnte estudiado está directamente relacionado con la alta 
humedad del producto asi como con los valores de pH más bajos 
obtenidos. 

J.- La diferencia de los va1ores obtenidos por 1P. cuenta 
viable en pl.aca y HMP var!an ex])onencialmente, siempre es me-
nor la cuenta por el !fMP, resultados aue concuerdan con l.a li
teratura (33,35). La diferencia entre eatoe métodos es mayor 
cuando 1os inoculentes han sido expuestos a condiciones adver
sas en su distribución y almacennmiento (princip~1mente a las 
e1evaüaa t~:::pcrO?tU?"<'.s) ( 33). 

La diferencia se acentda cuando el inoculan.te presen
ta contaminantes, esto probablemente se debe a aue 1os contam! 
nantes aon considerados como Rhizobia en la cuenta viable (27, 
55). 

Como base en lo anterior para ensayos de control de -
ca1idad se recomienda el método del NJf.P, con el ~ue ce elimina 

la posibilidad de incluir en la cuenta a los contruninantes y 
e1 .. que simu1táneamente permite determinar las características 
de infectividad. 
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Y es indef erante emp1ear como nivel de inocu1aci6n l 
6 o .l. ml. en l.a determinación del. m¡p. 

4.- La variaci6n más acentuada se observó en 1a efectivi
dad de 1aa cepas que constituyen a los diferentes inocu1r:i.ntes. 
Esto indica que la sola determinación de rhizobia viables por 
gramo de inocu1ante, no asegura la calidad del mismo. Y que p~ 
ra obtener 1os beneficios que se esperan de estos productos es 
necesario exigir la utilización de cepas efectivas y c~pcclfi

cas, caractcristicas oue deben incluirse en el control de ca1! 
dad. Esta determinación debe rea1izarse preferentemente en los 
ceparios parR eliminar el riesgo de fabricación de lotes de 
inoculan.tes con cepas que carezcan de las propiedades mencion~ 
das. 

s.- Los enn:iy~a de control de cal.idad indican que l.os in~ 
cu1antes elabora~os en 1a Facul.tad de Química y el. comercial. e 
reunen todas las características que satisfacen la calidad del 
producto. 

Los inocu1antes A y E aún cuando fueron aatisfacto--
rios presentaron contaminación por lo que se recomienda mayor 
cuidado durante su manipulación. 

Al considerar e1 nWnero de rhizobia/g de inoculante, 
los productos B y D son satiefnctorioe, ain embargo estos no 
se recomiendan por contener cepas inefectivas en l.a fijación -
de nitrógeno o inespecíficas para la variedad empleada. 

6.- Lo anterior indica la importancia de realizar el ene~ 
yo de efeciiividad en 1a fijación de nitrógeno ya que el. ndmcro 
elevado de rhizobias viables por gramo de inoculante no asesu
ra l.a ca.J.idad de este -tipo de productos. 

7.- Considerando la importancia de este tipo de ~reductos 



y de que en nuestro país 1a producci6n y ap1icaci6n de los 
mismos va en aumento se recomienda: 
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-Establecer NORMAS de control de calidad las que deb~ 
ran ser dadas por una secretaría gubernamental, y en las que -
se debe considerar la materia prima, proceso de producci6n y 
producto terminado (ver generalidades en el pwito 2.8). 

-Estandarizar la metodología para realizar las dife-
rentes pruebas de control de calidad, misma ~ue deberá ser US,!: 
da por industrias y laboratorios de control. 
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VIII APENDICE 

B.i Medio Extracto de levadura manitol agar rojo congo 
(ELMARC) 

K2HPo4 0.5 g 
11gso

4 
•7H20 0.2 g 

NaCl 0.1 g 
Extracto de levadura 0.4 g 

llanitol 10.0 g 

Aga.r 15.0 g 
Rojo congo 10.0 ml 

(Sol. acuosa l-400) 
Agua destilada l.O 1 

Ajustar el pH a 6.8-7.0 

Esterilizar en autoclave a l2lºc, 15 lb/in2 

durante 15 minutos. 

8.2 •üUlo ?eptona g1ucosa agar pdrpura de bromocresol 
(PGAPB) 

Peptona 
Glucosa 
Pdrpura de bromocresol 
(sol. alcohólica al 

l.~) 

Agar 

Agua destilada 

Ajustar el pH a 6.8-7.0 

20.0 g 

10.0 g 
10.0 m1 

15.0 g 
l.O l 

Esterilizar en autoclave a 121 •e, 15 lb/in2 

por 15 minutos. 
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8.J Colorantes de Gram y técnica de tinción 

A) Solución de Cristal violeta 

Cristal violeta 
Oxalato de amonio 
Alcohol etílico 

Agua destilada 

B) Solución do Yodo 

Yodo 
Yoduro de potasio 
Alcohol etílico 
Agua destilada 

C) Solución ,alcohol-yodo 

Solución de yodo (B) 

Alcohol etílico 

D) Colorante Secundario 

Safranina 
(sol. alcohólica al 2.5 %) 
Agua destilada 

Técnica de Tinción 

10 g 

4 g 

100 ml 

400 ml 

l g 
2 g 

25 ml 

100 ml 

ml 

95 ml 

10 ml 

100 m1 

-preparar y fijar la muestra para una tinción simple 
-tefiir con la so1uci6n cristal violeta por 1 minuto 
-lavar con agua 

-enjuagar con solución B y dejar actuar por l minüto 
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-drenar la solución y decolorar con solución a1cohol-Yodo 

-lavar con agua 
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-dejar actuar por 5 minutos la so1uci6n de safranina 

-lavar con agua 
-quitar el exceso de agua y dejar secar 
-examinar directamente bajo aceite de inmersión 

Las bacterias que absorben el cristal violeta (colorante -

primario) son Gram positivas y Gram negativos cuando absorben 
el coloran.te secundario (safranina). 

8.4 Solución Nutritiva de Jensen 

Cal!P04 
K2HP04 
MgS04 •7H20 
NaCl. 
FeCl.3 
Micronutrientes 
Agua de stil.ada 

Ajustar el. pH a 6.8-7.0 

l..O g 
0.2 g 
0.2 g 

0.2 g 

o.ol. g 
l..O ml. 
l..O l. 

Antes de usarse diluir 1:4 con agua destilada 

Eattsr.:L°J.iztl.l• tSfi autooJ.ave: 15 lb/in2 por 
l.5 minutos. 

Micronutrientes 

H3Bo3 
llnCl.2 °4H20 

ZnS04 
Na2Mo0 4 • 2H20 
cuso4 •5H20 

Agua destil.ada 

0.05 % 
0.05 ;< 
0.005 % 
0.005 % 
0.002 % 
l.OO.O ml. 



Bl. 

e.s Eoquema del soporte para e1 ensayo de 
Infección en planta (NMP). 

corte y dobl.ez del. papel. fil.tro 

~ ócort~r 

o·dobl.ar D B } doblar hacia 
adentro 

orificio donde se atravioza 
la e1oneaci6n radical del 
hospedero especifico 

8.6 Esouema del bastidor de a1ambre y madera. 
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8.7 Eoqucma de unidades experimentales empleadas en el 
m6todo de infección. 

B.8 Esquema de unidades experimentales para determinar 
efectividad en la fijaci6n de nitr6gena. 



8.9 Tabla de Fisher & Yates 

Cantidad (M) de rhizobia estimada segán 
83 

el. recuento de plantas infectadas: 

Diluciones l./l.O 
(A=l.0) 

Lects. positivos 

n=4 n=2 7:~ºx ia8 40 20 
39 

38 l.9 6.9 
37 3.4 

36 l.8 l..8 
35 l..07 

34 l.7 5.9 l< 10 
33 3.l. B=8 6 

32 l.6 l..7 '/.O X l.0 
3l. l..06 

30 l.5 5.8 X l.0 6.9 
29 3.l. 3.l. 

28 l.4 l..7 l..7 
27 

5.8 /ig5 x\g5 26 l.3 5.9 
25 3.l. 3.l. ·:a=6 

X J.04 24 l.2 l..7 l..7 7.0 
23 

22 l.l. 5.8 /ig4 5.8 /ig4 6.11 
2l. 3.l. 3.l. 3.4 

20 l.O l..7 l..7 l.~8 
l.9 

5.8 x\g3 5.8 /ig3 /ig3 l.8 9 5.8 
l.7 3.l. 3.l. 3.l. s=4 

X l.02 l.6 8 l..7 l..7 l..7 7.0 
l.5 

5.8 /ig2 5.8 x\g2 5.8 /ig2 l.4 7 6.9 
l.3 3.l. 3.l. 3.l. 3.4 

12 G 1.7 1.7 l.7 l.8 
l.l 

5.8 /igl. /igl /igl. l..Ol. 
10 5 5.8 5.8 5.9 X 10 

9 3.l. ).l 3.l. 3.1 
e 4 1.7 l.7 l..7 1.7 

7 
5.8 /ig1 x1Íg1 /igl 

l.01 6 3 5.8 5.8 5.8 X l.0 
5 3.1 3.1 3.1 3.1 

4 2 l..7 l.7 l..7 l..7 
3 l.O l..O l.O 1.0 

2 l. 0.6 0.6 0.6 o.6 
l 0.6 0.6 o.6 o.6 

o o 

.Alllplitud l.09 107 l.05 103 aproximada 

Factor, 95% de los 
1imi~es·de·oonfia.nza n= 2 6.6 
(x,.¡.) n= 4 3.8 

Calcul.e.do según el cuadro VIII2 de Fisher & Ye.tes (1963) 
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