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Resumen

Se desarroll6 a escala de banco un biofertilizante a base de un consorcio bacteriano. Mediante
las referencias bibliograficas, se determind que existen una gran cantidad de microorganismos
capaces de producir los compuestos necesarios para aumentar y mejorar la produccion
agricola, entre los cuales se encuentran las bacterias Pseudomona mendocina,

Exigoubacterium aurantiacum, Bacillus megaterium y Bacillus marisflavi.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la melaza como medio de crecimiento no
sintético para la produccion y posterior escalado de un biofertilizante. Se realizaron cultivos
en medio liquido a base de melaza al 6% de AR (AzUcares Reductores) con el fin de
determinar si este medio era capaz de ser funcional para dicho producto. Se cuantificé la
biomasa de cada microorganismo por separado mediante densidad Optica, asimismo se
evalué la viabilidad de cada microorganismo por recuento de placa (UFC) en medio agar-agar

y melaza.

Como resultados del desarrollo del presente trabajo y habiéndosele dado cumplimiento a los
objetivos del mismo, se obtuvo un promedio en la cinética mayor de 0.95 de acuerdo con el
indice de regresién, con un numero de Unidades formadoras de colonias (UFC) entre
3.30E+04 y 2.80E+07, aplicando como parametros iniciales una temperatura de 28°C y 170
rpm durante 7 horas y media. Estds condiciones fueron utilizadas para determinar los
parametros cinéticos de cada microorganismo como la velocidad maxima de crecimiento
(umax), constante de saturacion (Ks) y tiempo de duplicacion, Con lo datos obtenidos se disefié
un modelo experimental y con estos resultados se elaboré un algoritmo de disefio tecnoldgico

para 1L, 10L, y 100L de volumen Uutil para la produccion del Biofertilizante.



Abstract

A biofertilizer based on a bacterial consortium was developed on a bank scale. Through
bibliographic references, it was determined that there are a large number of
microorganisms capable of producing the necessary compounds to increase and improve
agricultural production, among which are the bacteria Pseudomona mendocina,

Exigoubacterium aurantiacum, Bacillus megaterium and Bacillus marisflavi.

The present work aimed to evaluate molasses as a hon-synthetic growth medium for the
production and subsequent scaling of a biofertilizer. Cultures were carried out in liquid
medium based on molasses at 6% RA (Reducing Sugars) in order to determine if this
medium was capable of being functional for said product. The biomass of each
microorganism was quantified separately by optical density, also the viability of each

microorganism was evaluated by plate count (CFU) in agar-agar medium and molasses.

As results of the development of this work and having met its objectives, a kinetic average
greater than 0.95 was obtained according to the regression index, with a number of Colony
Forming Units (CFU) between 3.30E + 04 and 2.80E + 07, applying as initial parameters a
temperature of 28 °C and 170 rpm for 7 and a half hours. These conditions were used to
determine the kinetic parameters of each microorganism such as the maximum growth
speed (umax), saturation constant (Ks) and doubling time.With the data obtained, an
experimental model was designed and with these results an algorithm was developed. of
technological design for 1L, 10L, and 100L of useful volume for the production of
Biofertilizer.
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CAPITULO 1 ASPECTOS GENERALES
1.1 Introduccién

El escalamiento consiste en una técnica de disefio, donde definimos a partir de un
sistema pequefio un sistema grande (Pefia, 2016). Es decir, que los datos y disefios
resultados en escala de laboratorio son vitales para el escalamiento del proceso a un
nivel superior. Segun la asociacibn espafiola de agronutrientes (2017)
“Los biofertilizantes son productos a base de microorganismos benéficos del suelo, en
especial bacterias y/o hongos, que viven asociados o en simbiosis con las plantas y
ayudan de manera natural a su nutricion y crecimiento, ademas de ser mejoradores de
suelo”. Un consorcio de microorganismo en un biofertilizante suministra a la planta a
través de una mutua colaboracion, simbiosis, los nutrientes necesarios para su

desarrollo, principalmente nitrdgeno, fésforo y fitohormonas.

Las bacterias con propiedades biofertilizadoras también se conocen como fijadoras de
nitrégeno, los cuales son microorganismos que toman el nitrégeno atmosférico, lo
transforman en nitrégeno organico y se lo entregan a la planta. (Santillan, 2016). Los
biofertilizantes son una de las herramientas mas importantes en la agricultura moderna
y la agroalimentacion, asi como una fuerza econdémica impulsora en el futuro cercano
(O Connor, 2019).

En Nicaragua el sector agricola representa uno de los mayores aportadores
econdmicos, segun datos del Banco Central de Nicaragua (BCN) el PIB de este sector
alcanzé en el 2017 un 15.5%; debido a la importancia de esta actividad, la biotecnologia
tiene la responsabilidad de generar respuestas a las necesidades de este sector, asi
como la produccion de un consorcio bacteriano con propiedades biofertilizadoras a una

escala de mayor produccion.

Nicaragua enfrenta el reto y la disyuntiva de producir suficientes alimentos para una
poblacion en crecimiento, pero al mismo tiempo implementar précticas agricolas
sostenibles (O"Connor, 2019). Por lo tanto, esta investigacion se enfoca en el desarrollo
tecnolégico de un escalamiento a partir de microorganismo aislados de bioinsumos a

escala laboratorio. Asi mismo este forma parte de una linea investigativa de Guillen &
11
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Martinez (2019) y O Connor (2019), donde previamente lograron descifrar, formular y
seleccionar el consorcio bacteriano a partir de microrganismos que presentaron
caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal conocidos como Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria (PGPR).

Con esta investigacion pretendemos llegar a la produccion de un biofertilizante a partir
de un consorcio bacteriano, dicho producto es Unico en el pais, ya que no se cuenta con
registro de aplicacion con dichos Microorganismo (MO). Ademas, este promovera el uso
de productos biotecnolégicos amigables con el medio ambiente y de mayor rendimiento

en su funcionamiento.

12
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1.2 Antecedentes

Los datos obtenidos a nivel de laboratorio son el punto de partida para llevar un
bioproceso hasta una escala superior (Collado, 2016). El escalamiento de un producto
es de vital importancia para obtener una produccién, donde se pretende conservar la
calidad y efectividad obtenida en la escala menor de laboratorio. Por lo cual, el presente
trabajo es la continuacién de investigaciones que dieron resultados previos, al momento
de seleccion de cepas para la produccion de biofertilizante y su produccién a escala de

laboratorio, donde llegaron a las siguientes conclusiones y recomendaciones:

“La formulacion del consorcio para un biofertilizante con las cepas seleccionadas
Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum vy
Pseudomona mendocina”, demostraron tener una cinética de crecimiento acelerado
en laboratorio, alcanzando concentraciones maximas en un periodo que oscila entre
457 y 6.36 horas.La alta velocidad de crecimiento de las bacterias del
consorcio permite hacer mas eficientes los procesos, reduciendo los tiempos para la
produccibn de metabolitos secundarios con propiedades fertilizantes vy
finalmente, colonizar el ambiente donde se inocula, para promover el crecimiento de la
planta” (O'Connor, 2019). “Recomiendo evaluar la cinética de crecimiento en conjunto
de las bacterias que conforman el consorcio microbiano con un medio de cultivo
alternativo que contenga fuentes nutricionales de bajo costo y facil disponibilidad en la

region, para su posterior produccion a escala piloto”. (Guillen & Martinez, 2019)

Es importante mencionar que la investigacion de Guillen & Martinez (2019) y O Connor
(2019) no solo demuestran la eficacia de estos microrganismos como biofertilizante, sino
también la necesidad de elaborar un medio econémico (medio no sintético) para escalar
la produccion de dicho producto. La investigacion de Pashova (1995) caracterizo y
analizé la melaza nicaragiiense, donde pudo concluir que esta presenta los nutrientes
suficientes para promover el desarrollo de microorganismos (bacterias, levaduras y
hongos), en la misma hace énfasis de la importancia de la melaza para procesos
biotecnol6gicos, no solo por lo antes mencionado, sino también por el bajo costo de

adquisicion y su alta disponibilidad en el mercado nacional.

13
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1.3 Justificacion

Nicaragua es un pais donde el sector agricola aporta $3,000 millones de dolares a la
economia nacional (Guerrero, 2015). Segun datos del BCN (2017), este sector aporto
un 15.5% al PIB del pais, la actividad agricola desempefia un rol importante para las
exportaciones e importaciones y por tal razén las investigaciones que promueven
alternativas cientificas que aporten mejoramiento en la practicas agricolas, son de vital

importancia para el desarrollo econdmico. (Pefiata, 2015).

Las malas practicas que se realizan con el uso de quimicos y de microorganismos de
montana, llevaron a la busqueda de una alternativa sostenible; O’Connor (2019) analizé
30 aislados de microorganismos a partir de bioinsumos elaborados en Nicaragua, donde
concluyé seleccionando y aislando los microorganismos (Bacillus megaterium,
Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona mendocina) con
los mejores resultados para crear un consorcio bacteriano con propiedades
biofertilizadoras, donde Guillen y Martinez (2019) lo ejecutaron a escala laboratorio, por
lo cual llevar este producto a una escala piloto para aumentar su produccién brindara
una alternativa al sector agricola que con la producciéon una mayor escala de este
biofertilizante, podra disponer de un producto que le permita mejorar la productividad

sin dafios al ambiente y sin perjuicios para la salud humana.

14



Escalado del proceso de produccion de un biofertilizante a base de un consorcio bacteriano
L 1

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

o Desarrollar a escala Banco un biofertilizante a base de un consorcio bacteriano
(Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y
Pseudomona mendocina) con propiedades biofertilizadoras y estimulantes del

crecimiento vegetal.

1.4.2 Objetivos especificos

e Definir un medio no sintético ideal para ser utilizado en el proceso del crecimiento
bacteriano.

e Determinar las condiciones de la cinética microbiana de cada microorganismo
contenido en el consorcio bacteriano.

e Llevar los resultados previamente obtenido a nivel experimental a un disefio

tecnolégico prototipo para la produccion de un biofertilizante

15
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CAPITULO 2 Fundamento Teorico

2.1 Medios de cultivos

Los microorganismos por lo general pueden vivir y multiplicarse sobre sustratos
nutritivos. Los Medios de Cultivo son estériles contienen sustancias necesarias para el
desarrollo de los microorganismos (Boci, 2020), estdn quimicamente estructurados,
tienen diferentes clasificaciones y un medio de cultivo de microorganismo debe de
contener: micronutrientes, macronutrientes, hormonas de crecimiento y pH controlado.

En la Tabla 1 se muestran los nutrientes esenciales que las células necesitan.

Tablal. Nutrientes esenciales en las células microbianas (Arévalo, 2017).

Elemento Funcién
Potasio K+ cofactor de ciertas enzimas
Magnesio Mg2+ Cofactor de muchas enzimas
Calcio Ca2+ Cofactor de ciertas enzimas
Hierro Fe2+/Fe3+ En el citocromo y en ciertas enzimas
Manganeso Mn2+ Cofactor de algunas enzimas
Molibdeno Mo2+ Presente en la coenzima de varias enzimas
Cobalto Co2+ Presente en la vitamina B12 y coenzimas relacionadas
Cobre Cu2+ Presente en varias enzimas
zZinc Zn2+ Presente en varias enzimas
Azlcar Usada como fuente de carbono y de energia.

2.1.2 Medios de cultivo no sintético

Los medios de cultivos generalmente son medios sintéticos donde estan quimicamente
estructurados. Uno de los puntos del presente trabajo es obtener un medio de cultivo no
sintético para el consorcio bacteriano, donde se busque un medio mas econémico y
efectivo para el escalamiento eficaz de los microorganismos. En el trabajo de Guillen &

Martinez (2019) el medio de cultivo utilizado fue Agar LB (Miller) para los M.O
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(microorganismos) que forman el consorcio de biofertilizante, donde en el mismo se

recomienda la busqueda de un medio alternativo més economico.

Maldonado (1994) sefiala algunos ejemplos de medios potencialmente econémicos,
como: agua de coco, suero de leche, melazas, liquido de remojo de maiz, y harina de
leguminosas como: chicharo, garbanzo, soya, haba; cereales como maiz, tubérculos
como papa, desechos de bebidas como levadura seca y materias de origen animal como
harina de pescado y harina de sangre entre los sélidos. De acuerdo con lo anterior,
Maldonado (1994) determina la importancia de la blusqueda de materias primas y
subproductos agroindustriales disponibles en cada regién, donde los materiales posean

caracteristicas deseables en el contenido de nutrientes y un costo bajo.

Los medios de cultivos no sintéticos deben de satisfacer las necesidades basicas de
cada microrganismo para la produccién de metabolitos y biomasa (Mendizabal., 2012).
Estos medios aparte de ser de bajo costo son amigables con el medio ambiente, pero
se debe de considerar la precedencia de los insumos ya que Mendizabal (2012)
determina que estos en ocasiones pueden contener sustancias toxicas o metabolitos

que pueden afectar el crecimiento del microorganismo.

Medios de cultivo no sintético a partir de Melaza: En Nicaragua la utilizacion de
melaza como medio de cultivo no sintético es ideal, debido a que posee bajo costo de
adquisicion en el mercado nacional. Pashova (1995) caracterizd la melaza nacional
demostrando que estas poseen concentraciones de nutrientes, ideales para el
desarrollo de bacterias, levaduras y hongos (Tabla 2). En su estudio demostr6 que la
composicion de la melaza incluye diversas caracteristicas fisicoquimicas que la

favorecen como materia prima para procesos biotecnolégicos.

Arnaldoa (2019) determind en sus estudios de medios no sintético que la melaza cuenta
con los nutrientes necesarios para ser considerada un medio de cultivo no sintético
(Tabla 2) pero que un factor importante a considerar es el porcentaje de azUcares
reductores contenido en este, ya que resultados inferiores a un 3 % inhibirian el
crecimiento microbiano y un porcentaje mayor al 6 % lo haria de igual forma,
estableciendo en sus conclusiones que el medio no sintético a partir de melaza es mas
optimo cuando alcanza un porcentaje del 6 % de azucares reductores. En procesos
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fermentativos este porcentaje favorece el crecimiento de los microrganismos y la

produccion de metabolitos.

Tabla 2. Composicion nutricional por 100 g de melaza (Noriega, 2014).

Composicion Cantidad (gr) |CDR (%)
Kcal 242 12.60%
Carbohidratos 69.6 22.40%
Proteinas 2.4 5%
Fibra 0 0%
Grasas 0.1 0.20%
Minerales Cantidad (mg) [CDR (%)
Sodio 43 2.70%
Calcio 218 18.20%
Hierro 6.7 83.80%
Magnesio 0 0%
Fésforo 45 6.40%
Potasio 1238 61.90%

2.2 Consorcio bacteriano

Los consorcios bacterianos son asociaciones naturales de dos o mas especies que
actuan como una comunidad, beneficiAndose cada uno de ellos de la actividad de los
demas. Es decir, se trata de sistemas en los que microorganismos de distintas especies,
coexisten espacialmente y cooperan, posibilitando asi la supervivencia de todos ellos.
Los consorcios bacterianos cumplen una funciéon importante en los tratamientos de

aguas residuales y biorremediacion de suelos (Moranto, 2015).

El empleo de biofertilizantes a bases de consorcios bacterianos esta creciendo a nivel
mundial con todas las restricciones de exportacion e importacion en los diferentes
paises y regulaciones de inocuidad que rigen su uso. La agricultura a nivel mundial esta
mirando hacia este tipo de productos que son mas amigables con el ambiente y no
tienen impactos negativos por lo que la produccion de bioestimulantes esta creciendo

en el mercado exponencialmente, se tiene proyectado un crecimiento de mas del 12 por
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ciento a nivel mundial, este tipo de productos son los que modificardn la manera de

hacer agricultura en un futuro no muy lejano (CONACYT, 2015).

Caracteristicas del consorcio Bacteriano: Las bacterias seleccionadas para la
produccion del biofertilizante son: Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi,

Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona mendocina.

En la Figura 1 podemos observar el mecanismo de reaccion del consorcio bacteriano
para la produccion de un biofertilizante, donde la melaza es el sustrato (S) que las

bacterias metabolizan para llegar a la obtencién del producto (P).

w e (D

(b) Cansortium
Y \J
} ! |
m - - -;

Figura 1. Mecanismo de Reaccién (Moranto, 2015)

En la Tabla 3, se observan las caracteristicas de cada microorganismo, para su uso de
interés en la biotecnologia y el cédigo de cada microorganismo del banco de aislados
del Programa de Investigacion, Estudios Nacionales y Servicios del Ambiente (PIENSA)
ubicado en la Universidad Nacional de Ingenieria en Managua, Nicaragua. Los cuales

son los microrganismos por emplear:
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Tabla 3. Microorganismos (M.0O.) y Sus Aplicaciones Biotecnoldgicas (Guillén &

Martinez, 2019).

Especie

Aplicaciones biotecnoldgicas de interés

Cddigo
PIENSA

LAB

Bacillus
megaterium

Presenta dos propiedades importantes asociadas
con el crecimiento de las plantas, la solubilizacion de
fosfato tricélcico y la produccién de acido indol
acético (IAA). Otra caracteristica es la produccién de
compuestos difusibles y volatiles que inhiben el
crecimiento de dos fitopatdgenos, Alternaria
Alternata y Fusarium Oxysporum.

LS5-11B

Pseudomona
mendocina

Aumenta significativamente la biomasa de los brotes
y las raices de lechuga y los contenidos de
nutrientes foliares (P, Fe), incrementé los
carbohidratos solubles en agua del suelo y el
porcentaje de agregados estables. También tuvo un
efecto significativo sobre las actividades de
deshidrogenasa y fosfatasa.

PTLL4g

Exiguobacterium
aurantiacum

Produce Acido Indol Acético (AIA) que contribuye al
crecimiento de la cianobacterias de interés Arthrospira
platensis

MVIB-02

Bacillus marisflavi

Presenta la capacidad de fijar nitr6geno y ademas
también se demostré por el método de amplificacion
de PCR que posee fragmentos del gen nifH, este
gen codifica la proteina de hierro y los genes nifDK
gue codifican la proteina de hierro molibdeno, estas
dos proteinas conforman a la enzima nitrogenasa la
cual cataliza la fijacion de nitrogeno.

MIVB-01

2.2.1 Cinética microbiana

Generalidades: Es muy importante estudiar y analizar el comportamiento cinético de

cada microrganismo en especifico, debido a que de ello depende el rendimiento del

producto de interés. Gallegos (2014) define que la cinética microbiana es la que se

encarga de entender todas las manifestaciones y reacciones de la vida microbiana:

crecimiento, supervivencia, muerte, adaptaciones, formacién de producto, ciclos

celulares e interacciones con el medio ambiente.
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Cuando el ambiente en el que se desarrollan estos microorganismos es 6ptimo para su
crecimiento, se multiplican con tiempos de duplicacion muy cortos. Por tanto, la tasa de
aumento y el numero total de células se duplica cada tiempo de duplicacion que transcurre
(CEUPE, 2019). Si nos referimos a “crecimiento microbiano” no hablamos del tamario de la

célula, si no, en realidad estamos hablando de cantidad de células.

El crecimiento microbiano puede verse influido por una diversidad de factores, tanto
fisicos como nutricionales; Valdés (2001) nos afirma que estos factores fisicos incluyen:
la concentracion de iones hidrogeno (pH), la temperatura, la concentracion de oxigeno,
la humedad, la presion hidrostética, la presién osmdética y la radiaciéon. Los factores
nutricionales comprenden: la disponibilidad de carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y

otros minerales, y en algunos casos vitaminas.

Fases de crecimiento: Monod (1949) determina que el crecimiento de un cultivo
bacteriano es una sucesion de fases, caracterizadas por las variaciones de la tasa de

crecimiento. Las siguientes definiciones se muestran en la Figura 2.

c
Log i D A) Fase de lalencia
biomasa B) Fase logaritmica
L) Fase estacionaria
D) Fase de muere
A
Tiempo

Figura 2 Fases de Crecimiento Bacteriano (Hernandez, 2003).
La Figura 2 muestra el comportamiento de cada fase del crecimiento bacteriano, es

importante mencionar que en ocasiones algunas de estas fases pueden estar ausentes

0 poco notables (Gallegos, 2014).
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A. Fase lag o fase de latencia: La primera fase de este proceso es denominada Lag o
fase de latencia, en la cual Ertola (1994) determina que el crecimiento del
microorganismo no comienza inmediatamente después de la inoculacion del medio de
cultivo, si no que necesita un periodo de adaptacién a las condiciones de cultivo,
denominado fase lag o fase de latencia, durante esta etapa no hay division celular pero
si se da un aumento de la masa individual de los microorganismos debido a que se
adaptaron al medio y se encuentra en sintesis de ARN, ribosa y enzimas. La duracion
de este periodo va en dependencia de la cantidad inicial de inéculo, edad y estado

fisiol6gico de las células. (Hernandez, 2003)

B. Fase logaritmica: Segun Trevan (1990) en su literatura, afirma que finalizada la fase
lag, la concentracién de biomasa (x) comienza a aumentar en forma lenta y luego mas
rapidamente, hasta llegar a una etapa en la cual las células crecen a una velocidad
especifica maxima y constante (un). Esta etapa se denomina fase logaritmica o fase
exponencial, en esta fase se alcanza la maxima concentracién microbiana (Xs = Xmax)
(Hernandez, 2003).

C. Fase estacionaria: En la fase estacionara, la velocidad de crecimiento
(reproduccion) del microorganismo es igual a la velocidad de muerte y se llega a un
equilibrio celular. La importancia de esta fase varia con el tipo de fermentacion. Por
ejemplo, si el objetivo de la fermentacién es la produccién de etanol, no es necesario (ni
rentable) continuar el proceso cuando se alcanza la fase estacionaria, ya que una vez
gue obtiene la maxima concentracion de las células, la produccion de etanol disminuye.
Por lo contrario, en la produccién de antibiéticos, la mayor acumulacion se presenta en

la fase estacionaria. (Hernandez, 2003)

D. Fase de declinacion o muerte: En esta Ultima etapa, la concentracion celular
disminuye como resultado de la escasez de reservas de energia o por autolisis. (Parker,
et al., 1994)

2.2.2 Factores que influyen en el crecimiento bacteriano

Temperatura: La temperatura es uno de los pardmetros ambientales mas importantes

gue condicionan el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. Como
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sabemos, cada microorganismo tiene una temperatura minima, 6ptima y maxima de
crecimiento. A la temperatura Optima se alcanza la mayor velocidad de crecimiento de
un microorganismo. Cuanto mas distante de esa temperatura 6ptima sea la temperatura
presente, menor serd la velocidad de crecimiento y por lo tanto mas lentamente se

multiplicara ese microorganismo (Combase, 2018).

pH: El pH y la acidez es otro de los parametros importantes que condicionan el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. Las diversas especies de
bacterias presentan también un pH maximo, un pH minimo y un pH 6éptimo. Los limites
de pH en los que pueden crecer los microorganismos varian mucho segun el tipo de
microorganismos de que se trate: cuanto mas alejado del pH 6ptimo de un determinado
microorganismo sea el pH del medio, mas lento sera el crecimiento de dicho

microorganismo.

Muchos microorganismos crecen a velocidad éptima alrededor de 7, pero pueden crecer
bien entre pH 5y 8. Hay sin embargo algunas excepciones: las bacterias acéticas, que
tienen su éptimo entre pH 5,4 y 6,3 y las bacterias lacticas, cuyo 6ptimo se encuentra

entre pH 5,5 (o incluso inferior) y 6 (Combase, 2018).

2.2.3 Mediciones del crecimiento bacteriano

Densidad Optica: El proposito de una medicion de la tasa de crecimiento es determinar
la tasa de cambio en el numero de células en un cultivo por unidad de tiempo. Esto
requiere estimar la densidad celular en una serie de puntos de tiempo. Ya sea que se
realice con un lector de placas moderno o con el método clasico de matraz de agitacion
y espectrofotometro, el numero de células por mililitro de cultivo se estima a partir de la
turbidez del cultivo que se mide con el lector de placas o espectrofotometro y se estima
como densidad 6ptica (DO). Idealmente, la densidad de cultivo real (células / mL) se
puede inferir directamente de la DO (Fernandez ,2012). Altas poblaciones de bacterias
cambian la densidad Optica de un objeto y mantienen la luz a través de él. Las células

con menos bacterias pueden permitir que mas luz pase a traves.

Para ver los resultados de estas pruebas, se utiliza un espectrofotometro. Este

dispositivo mide la cantidad de luz reflejada por un objeto en términos de longitudes de
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onda. Una vez que la célula u otro material de ensayo se coloca en el interior del
espectrofotémetro, pasa un haz de luz especifico sobre la muestra y la lectura expresa
los resultados, entonces se pueden determinar ciertas propiedades sobre la celda en
cuestion, tales como la cantidad de bacterias que residen en el mismo (Fernandez
,2012).

Conteo del crecimiento bacteriano en placas Petri: El conteo en placa Petri es el
método mas usado para contar poblaciones de bacterias. Donde un cultivo bacteriano
en placas de petri se encuentra incorporada en el agar (Pour method) o puede que la
muestra se disperse sobre el agar gelificado (Spread method). Cada célula o grupo de
células incorporados en la muestra se reproducira en sus multiples alrededores para
producir "colonias de células" separadas en el agar. Cada colonia es llamada unidad
formadora de colonias (UFC). Este método es deseable porque arroja el total de células
viables (solo células vivas); en contraste con el conteo microscopico y el conteo de peso

seco (Pearson, 1976).

2.3 Pardmetros cinéticos

Los parametros cinéticos de crecimiento microbiano son las herramientas basicas para
escalar los procesos biotecnolégicos evaluados en el laboratorio, puesto que permiten
predecir el desarrollo de la fermentacién y evaluar los rendimientos y las productividades
en los procesos. Los mas importantes son: La velocidad especifica maxima de
crecimiento (Umax), la constante de afinidad por el sustrato (Ks), el tiempo en el que las

bacterias se duplican y la cantidad de bacteria inoculada (Fernandez, 2012).

Velocidad de reaccion: Chezeau & Vial (2019) describen que la ecuacién empirica de

Monod es la expresion de velocidad mas comun para describir el crecimiento de

microorganismos en general y de bacterias productoras de hidrégeno en particular. Esto

corresponde a una funciéon hiperbdlica en la que la tasa de crecimiento especifico y (h ™)

es solo una funciéon de una Unica concentracion de sustrato limitante y estd sujeta a la

saturacion del sustrato cuando S > K s:

S
U = Umax m (1)
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donde pun.x €S la tasa méaxima de crecimiento especifico, Ks es la constante de
semisaturacion de Monod (g /L) y S es la concentracion del sustrato limitante (g / L). Esta
expresion se puede generalizar a varios sustratos, de la siguiente manera para dos
sustratos (Chezeau & Vial, 2019):
_ 51 )
M= [max (51+ re (2)

Como Chezeau & Vial (2019) describieron en la ecuacién 1 que es semiempirica, es
analoga a la de Michaelis-Menten. En efecto se deriva de suponer que una Unica enzima
con una cinética del tipo Michaelis-Menten (Figura 3) es la responsable del consumo de S
y conjuntamente que la cantidad de enzima o bien su actividad catalitica es lo

suficientemente baja como para controlar el crecimiento (puede haber otras reacciones

enzimaticas, pero solo controla una de ellas).

3.5
Umax
S P
=
g 2.5
=
o Umaxl2
E 2
= .
v
& 151X
k-] i
= l
g "1/ ke
S i
1
054 ‘a
i
D : T T T T T 1
o 5 10 15 20 25 30

Figura 3. Efecto de la concentracién de sustrato sobre la velocidad de crecimiento
bacteriano. pmax=3 h-1, Ks=3 g/l Fuente: (Chezeau & Vial, 2019)

Cuando s —, la velocidad p—pmax, cuando s—0, y—0 y cuando s=Ks, u=pmax/2.
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De acuerdo con la ecuacion u = Ysx rs, entonces:

=Y 1
Fs=Ys lmax S/(S+Ks)

En forma analoga la velocidad de un producto P puede expresarse como:
2=V p pmax S/(SHKs)  (3)
2.3.1 Disefio tecnologico de un escalado

Generalidades del escalado: El escalado es el disefio y construccion de una unidad o
conjunto de unidades de procesamiento a gran escala, tomando como base los calculos
y experimentos a pequefia escala (Ruiz, 2011). Es fundamental aumentar la produccion
donde la calidad y efectividad del producto se conserven.

Escalar de un laboratorio a una industria es posible, a partir de un andlisis de los
procesos de base biologica y de principios basicos ingenieriles; se tratan las
biotransformaciones y las herramientas fisicas de transporte y separacion, desde la
seleccién de productos, (Diaz, 2012). Por medio de los bioprocesos se pueden utilizar
microorganismos para el desarrollo de productos, el reto de la biotecnologia esta en
disefiar estos bioprocesos a una escala de produccion mayor. En la Figura 4, se ilustra

la forma de escalar de un microorganismo.

PRODUCCION

INOCULO

INOCULO (

INOCULO 10 %

10% -y

PREINOCULO
10%
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Figura 4. Etapas del Escalado (Ruiz, 2011).

Fases de un escalado: La Red de Revista cientifica para Latinoamérica (2008) define
gque el escalamiento es el proceso mediante el cual se desarrollan los criterios y las
reglas de asignacion numérica que determinan las unidades de medida significativas
para llevar de un tamafio dado a otro tamafio mayor o menor una operacion u objeto,
escalar un proceso 0 equipo es convertirlo de su escala de investigacion (laboratorio o
piloto) a escala industrial.

Un escalado se divide en 4 fases fundamentales: Laboratorio, banco, piloto e industria.
Donde el objetivo principal es ir aumentado la produccion del bioproceso. Este proceso
de ir de escala laboratorio a una superior no es tan simple; la red de revista cientifica
(2008) da un ejemplo de los quimicos alemanes, capaces de producir en el laboratorio
muchas sustancias de muy alto valor comercial, que no eran capaces de reproducirlos
a gran escala con la misma calidad, rendimiento y pureza. Era necesario ocupar
modelos matematicos, fisicos, quimicos y bioldgicos que permitan el desarrollo de

modelos tecnolégicos prototipos especificos para cada bioproceso.

Biorreactores: Un biorreactor es un recipiente (dorna) o sistema con condiciones
controladas (de temperatura, oxigenacién, presion, pH, concentracion de gases y
agitacion) y propicias para el crecimiento del microorganismo que se cultiva (Guialab,
2020).

Garro (2019) menciona las caracteristicas fundamentales que debe tener un biorreactor:
Mantener las células uniformemente distribuidas en el cultivo, proporcionar un sistema
de aireacion adecuado para cubrir las necesidades metabdlicas de los
microorganismos, mantener constante y homogénea la temperatura y el pH, minimizar
los gradientes de concentracion de nutrientes, prevenir la sedimentacion y la floculacion.

Garro (2019) especifica que un biorreactor debe cumplir con los siguientes objetivos:
1. Prevenir la sedimentacion y la floculacion.

2. Mantener un ambiente aséptico.

3. Reducir al maximo el tiempo del proceso.
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Factores para el disefio tecnoldgico: Los procesos biotecnolégicos son cada vez mas
importantes en el desarrollo de nuevos productos. Olivares (2018) determina que los

principales factores que intervienen en el disefio de un modelo tecnolégico son:
1. Requerimientos del Bioproceso y los microrganismos empleados.
2. Caracteristicas e impacto del disefio del proceso.
3. Geometria de un reactor y seleccion del agitador.
4. Seleccion y disefio de los accesorios.
5. Optimizacién de costos de produccion.

Modo de operacion: Los bioprocesos o fermentaciones pueden ser clasificados en

funcién de su operatividad en 3 grupos (Olivares, 2018):

Operacion discontinua (batch): Sistema cerrado en el que en el inicio de la operacién
se afiade la solucion esterilizada de nutrientes y se inocula con el microorganismo,
permitiendo que se lleve a cabo la incubacién en condiciones 6ptimas de fermentacion.
En los procesos a escala industrial, se interrumpe la fermentacion al final de la fase
logaritmica (metabolitos primarios) o antes de que comience la fase de muerte
(metabolitos secundarios). Se trata de un método robusto, bien conocido y que precisa

de instalaciones simples.

Operacién alimentada (fed-batch): Es basicamente similar a la fermentacion
discontinua, pero algunos sustratos se afiaden escalonadamente a lo largo del proceso.
Es un método robusto, bien conocido, que precisa de instalaciones simples. Ofrece una

mejora en la produccion.

Operacién continua: En la fermentacion continua se establece un sistema abierto. La
soluciéon nutritiva estéril se afiade continuamente al biorreactor y una cantidad
equivalente de cultivo con los microorganismos, se saca simultaneamente del sistema.
Permite una buena utilizacion de los recursos materiales y humanos. Requiere una
atencion mucho mayor que los modos de operacion anteriores para lograr el

mantenimiento de la estabilidad (composicion del sustrato y esterilidad del sistema).

28



Escalado del proceso de produccion de un biofertilizante a base de un consorcio bacteriano
L 1

2.3.2 Estrategia de escalamiento de un disefo tecnholégico

Una estrategia particular del escalado es ejecutada para mantener un parametro
constante desde el laboratorio hasta el escalado de una planta de fermentacion; la
estrategia de escalado basico recomienda mantener k;a constante (Aiba, et al., 1970;
Jiménez, 1994; Gaitan & Garcia, 1998).

El procedimiento ejecutado como referencia para el escalado sera del trabajo realizado
por Gaitan y Garcia (1998). Para determinar los datos operacionales y disefio se usaran
las correlaciones reportadas por Doran (1999) para cada volumen como: diametro
interno del reactor, diametro del impulsor, altura del liquido, altura del fondo del reactor
al impeler, ancho del impeler, alto del impeler, ancho de los bafles y el valor experimental
de kia en la fermentacion del biofertilizante a base de 4 cepas.

Segun Durango (2007) relata que una vez se calcule esta informacion se lograra
determinar las condiciones adecuadas para cada escala garantizando valores
adecuados en la agitacion, aireacion, caudal de aire y potencia cuyos datos
proporcionaran un alto rendimiento en la produccion de biomasa en el proceso

fermentativo.

Definicion del tipo de reactor a utilizar segun el tipo de microorganismo y el
producto que se requiere obtener: El tipo de reactor a utilizar es un reactor de tanque
agitado continuo, en este el volumen de liquido se mantendra constante por la igualacion
de los flujos de entrada y salida, (Doran, 1998), esto quiere decir que el caudal de cultivo
fresco en la alimentacién sera igual al caudal de medio gastado en la salida. Los
parametros de operacion para este reactor vienen determinados por los caracteristicos

en los reactores continuos, y estos son:

v Lavelocidad de dilucién (D)
v/ La productividad volumétrica de biomasa (Qx)
v Velocidad de dilucién optima (Dopt)

v Velocidad de dilucién de vaciado (Deit)
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v Reynolds del rodete agitador (R)
v Coeficiente de transferencia de masa (k,a)

De los parametros antes mencionados el mas importante es el de la velocidad de dilucion
(D), porque en estos equipos el estado estacionario se lograra cuando la velocidad
especifica de crecimiento celular sea igual al valor de la velocidad de dilucion usada, por
lo que de este valor dependera la concentracion de biomasa y sustrato en el equilibrio.

Disefio del biorreactor: En el disefio del biorreactor son utilizadas las modelaciones
matematicas y las técnicas de escalamiento propuesto por Usakun (2018). Segun el
balance de biomasa se llega

a
_ dX
FX ,SFX T—V ",V
dt

Esta ecuacion es ajustada a un biorreactor, donde FXg = FX =0, la ecuacion de balance

para el crecimiento microbiano sera:

[

Xo 7

X

Expresada en velocidad especifica de crecimiento (l):

t = IXdi
Xo FX

Queda para una biorreaccion en que cumpla con la de Monod:
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ax (@)
Siendo: mdx

F = Velocidad del flujo volumétrico del medio. (m3/h)
r« = Velocidad de duplicacion. (g/Ln)
T = Tiempo de fermentacion. (h)

Ya una vez establecido el tiempo de fermentacion y las relaciones de magnitudes en
el reactor modelo, se buscan los criterios de escalado mas apropiado para el caso de
estudio. En el sistema se mantiene el principio de semejanza geométrica (Figura 5)
entre los modelos y el prototipo, pero en procesos bioldgicos es necesario ademas un
criterio de escalado, que asegure el funcionamiento exitoso del prototipo. (RAJ, 2006).

D2

Protoﬁbo

Figura 5. Ejemplo de semejanza geométrica, donde se muestra que tanto el modelo
como el prototipo guardan una similitud en forma y dimensiones (Doran, 1995).

Para este caso el criterio de escalado que marca el régimen de cambio es el de potencia
consumida por el agitador por unidad de volumen del cultivo (Pg/V), para que sea llevado

a efecto en la practica existe la relacion:

PD1 PU?
- )
Vl VZ
TN, D, =7°N,D,_
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Dimensionamiento del biorreactor: Para el célculo del dimensionamiento hay que
tener en cuenta el espacio disponible en la planta. Las dimensiones se calculan con una
relacion de altura - didmetro (H:D) de 2:1 (BISWAS, 2014).

En la Figura 6 se puede observar un esquema de un fermentador de tanque agitado
continuo en donde se puede apreciar el balance de biomasa para un reactor continuo que
opera en estado estacionario y cuya composicion de salida es igual a la composicion del

liquido en el reactor.

Corriente de alimentacion Corriente de producto

"

S

Figura 6. Esquema del fermentador de tanque agitado continuo (Carlsson, 2015).

Dimensionamiento de los impulsores: Los impulsores son cuchillas planas, por lo que

sus dimensiones se calculan con las ecuaciones siguientes (Carlsson, 2015):

H =1D,
H, =2'Dl
H,=3'D,
(7)

Se necesita que los impulsores estén ubicados estratégicamente dentro del biorreactor.
donde:
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Ve = Volumen del biorreactor. (m?3)

H = Altura. (m)

Dr = Didmetro del biorreactor. (m)

Di = Diametro del impulsor. (m)

Ai = Ancho de las cuchillas. (m)

D4 = Didmetro del disco. (m)

Li = Longitud de las cuchillas, desde el impulsor al primer cojinete. (m)

Ha. = Distancia entre el fondo del biorreactor al primer agitador. (m)

Hy, = Distancia del primer agitador al segundo agitador. (m)

H. = Distancia del segundo agitador al tercer agitador. (m)

Para el completamiento del disefio de un biorreactor prototipo se debe estimar el consumo
de potencia de agitacion y los calores involucrados en el proceso. Conociendo los calores
que intervienen en la fermentacion se puede conocer la masa del agente de calentamiento

para mantener 35°C en el medio de cultivo (Wiley & Sons, 2018).

La potencia consumida para la agitacion: Las relaciones de escalado son
significativamente simples cuando se escala con semejanza geométrica y cuando el
régimen de flujo del reactor de menor escala es completamente turbulento. El nimero
de Reynolds (Re) para reactores agitados mecanicamente se define por la ecuacion

siguiente:

_ PN D’
H (8)

m

Re
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El régimen de transicion (Figura 7) de laminar a turbulento ocurre cuando Re = 100 y el
régimen turbulento ocurre cuando Re = 1 000. La mayoria de los reactores agitados a escala
industrial operan en régimen turbulento completamente desarrollado.

Figura 7. Relacion entre el nUumero de potencia y el nimero de aeracion para turbinas
(Rushton Doran, 1995).

La mayoria de los procesos fermentativos continuos necesitan de un sistema de agitacion.

Para estimar la potencia en un sistema aireado se hace uso de un médulo adimensional

—
Lﬁl(EaL—Call)
cal—Cal2
K|_£1;
t2—t1 9)

llamado namero de aireacion. Este médulo se define como difusividad de oxigeno (Usaku,
2018):

Para el calculo de la potencia se emplea la relacion entre el nimero de potencia (N p) y Na,
se obtiene mediante la existencia de correlaciones empiricas para cada tipo de agitador
(Figura 7).

P =n'N_PN’D’
g p (10)

siendo:

Re = NUmero de Reynolds. (adimensional)

p = Densidad del medio de cultivo. (kg/m3)

Mm = Viscosidad del medio. (kg/m s)

Na = MAdulo de aireacién. (adimensional)

Q aire = Velocidad volumétrica del aire. (vwm)

N = Velocidad del agitador. (rpm)

n = nimero de impelente. (adimensional)
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La potencia consumida de magnitudes estandares seguira la formula derivada del nimero
de Reynolds:

0.5 0.3
H 7
D, D, Condiciones de trabajo
ra P 0.5 0.5 0.3
] { H ] { N ] Condiciones estandar
. D, D,
i i i (ll)

siendo:
Np = Namero de potencia de trabajo. (adimensional)
Np- = Numero de potencia calculado. (adimensional)

| = Ancho de los baffles.

Balance de calor: Los calores involucrados en el proceso de fermentacion (RAJ, 2006).

Estos se clasifican en:
0o o *To *to ~o - t 0
ac ag gemn air @ sen g%ut evap (12)

Calor intercambiado con la chaqueta: Por medio de un balance de calor en el sistema

de proceso fluido térmico en la chaqueta se llega a la siguiente expresion.

o ZU'Adﬂf

(13)
Siendo para cada ecuacion:

Qac= Velocidad de acumulacion de calor. (kcal/h)

Qag= Velocidad de generacién de calor debido agitacion. (kcal/h)
Qair= Velocidad de generacion por aireacion. (kcal/h)

Qevap = Velocidad de pérdida de calor por evaporacion. (kcal/h)
Quen = Velocidad de generacion de calor metabdlico. (kcal/h)
Qin= Velocidad de intercambio de calor en el biorreactor. (kcal/h)
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Qsen = Velocidad de generacién de calor sensible. (kcal/h)

U = Coeficiente global de transferencia de calor. (kW/m? °C)

AT = Diferencia temperatura del medio de cultivo y el medio de enfriamiento. (°C)
A = Area de transferencia de calor. (m?)

C, = Capacidad calérica (kcal/kg °C)

m = Masa
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CAPITULO 3 Metodologia

3. Descripcion del estudio

Localizacién del estudio: Esta investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Managua,
capital de Nicaragua; concretamente se realizaron los analisis generales en el
laboratorio del Programa de Investigacién, Estudios Nacionales y Servicios del
Ambiente (PIENSA) ubicados en la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), con
coordenadas (12°07'42.2"N 86°16'11.5"W). Para esta fase se utilizaron
microorganismos aislados y previamente identificados por Guillén y Martinez (2019),
gue se encuentran disponibles en dicho laboratorio, como lo son: Bacillus megaterium,
Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomona mendocina, en
esta fase se determiné el medio no sintético y parte de los parametros para la cinética
bacteriana previa al disefio tecnolégico.
‘-L\Uhi\‘iersi"c'i
J Nacional de
‘iomonclngem?r}a

\' de laiSelval (Um)

by
) .. BIb|IOlLLd|E\IY!dn Marin

-

C L~
‘ Unlver:.lddd Tecnoldgica
Kihe' tNicaragiense

b‘oén -

*

Cafetin EllGUeguense

Figura 8. UblcaC|on Plensa (Fuente GOOGLE MAPS)

3.1 Preparacién del medio no sintético

La conformacién del medio no sintético se formé a partir de melaza; en la investigacién
de Arévalo (2017) analiz6 7 medios de cultivos econémicos, donde dicho medio de
cultivo obtuvo los mejores resultados. Arévalo (2017) determina que la tasa de
crecimiento mas elevada en un cultivo bacteriano significa que un cultivo alcanza sus

maximos nimeros y masa totales de manera mas rapida que en un ambiente pobre en
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nutrientes. El rendimiento en cuanto a biomasa, 0 maxima masa total de un cultivo, es
directamente proporcional a la cantidad de nutrientes. En la Tabla 1 (fundamentos
tedricos) se muestran los nutrientes esenciales que debe de contener un medio de

cultivo bacteriano.

La melaza utilizada en la presente investigacion proviene del Ingenio Benjamin Zeledén
donde en la investigacion de Pashova (1995) determiné los azUcares reductores de esta
melaza en 15.3%, resultando la melaza con mejor rendimiento del pais. La melaza se
seleccion6 como el medio de cultivo no sintético debido a su alto valor nutricional

contenido en si misma.

La Tabla 1 (fundamentos tedricos) demuestra que la melaza cumple con los
requerimientos necesarios para el desarrollo ideal de un microorganismo, planteado en
la Tabla 2 (fundamentos tedricos), por lo cual se procedi6é a utilizar la melaza como

medio de cultivo no sintético.

3.1.2 Clarificacion de melaza.

Noriega (2014) explica que la clarificacion de la melaza permite eliminar la mayor
cantidad de impurezas presentes en el jugo mixto (barros, bagacillo, sales, coloides y
material en suspension), conservando la mayor cantidad de sacarosa y entregando el
jugo a la etapa de evaporacién en condiciones 6ptimas de pH, turbidez, color y

temperatura (Noriega, 2014).

La melaza fue diluida en agua destilada en proporcion 1:4, se llevé a 80 grados Celsius

(°C), usando como medio de calentamiento agua destilada a temperatura de 85 °C en bafio

maria, introduciendo la solucion en Erlenmeyer, llevandolo al termostato y con un

termémetro se control6 la temperatura de la melaza, una vez alcanzo los 80 °C, se dejé

reposar por 3 horas a temperatura constante en el termostato. Finalizado el tiempo fueron

sellados con papel de aluminio y llevados a la cabina de flujo laminar por 24 horas para

sedimentar las impurezas. Transcurrido ese tiempo, estas impurezas se separaron por

decantacién en la cadmara de flujo laminar para evitar contaminacion (Figura 9). Una vez
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sellados en matraces con papel de aluminio y recubierto con papel Parafilm, esta melaza
clarificada se almaceno en el refrigerador hasta el momento de usarla (Paramo, 1997).

Figura 9. Proceso de decantacion de la melaza clarificada en Erlenmeyer de 1000 mL

(Fuente: Propia).

3.1.3 Parametros del medio no sintético

Azlcares reductores: La determinacion de azucares reductores se ejecuté mediante las
recomendaciones de Pearson (1976). En la investigacién de Arnaldoa (2019) se describe
la importancia de controlar los azucares reductores (AR) en la melaza como medio de
cultivo. Estos deben de mantener los AR entre los rangos del 3% al 6%, ya que un rango
inferior o superior a los mencionados inhibiran la fermentacién. En su escalamiento de
produccion de biomasa de Candida utilis observé que la produccién en biorreactores

aumentaba conforme el sustrato se aproxima mas al contenido del 6 % de AR.

Determinacién de azucares. reductores por el método de Lane y Eynon: Este método
consiste en determinar el volumen de disolucién de azlcar que se necesita para reducir 10
0 25 mL de disolucion de Fehling, en presencia de azul de metileno como indicador interno
(Pearson, 1976). Para la determinacién de azucares reductores presentes se utilizé una
melaza en dilucion 1:4, inicialmente se realiz6 una hidrélisis (Figura 10) y a continuacion la

valoracion de la disolucién de azucar, utilizando una melaza con una concentracion al 20%,
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se colocaron 3 matraces de 100mL de aforo, se agregaron 50 mL de agua destilada y 1mL
de la melaza clarificada.

Figura 10. Matraces de 100 mL de aforo con melaza a hidrolizar (Fuente: Propia).

Se colocaron en bafio Maria (Figura 11 A) hasta 68°C. Posteriormente se afiadieron 10mL

de HCl al 21% (Figura 11 A) y se calentaron por media hora a la misma temperatura.

Figura 11. (A: Muestras en bafio maria a 68 °C). (B: Adiciéon de HCI a las muestras) (C:

Adicion de Fenolftaleina.), (D: Cambio de color de las muestras por NaOH), (E: Matraces
previo a ser aforados) (Fuente: Propia).
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Se enfriaron y se adicionaron unas gotas de fenolftaleina (Figura 11 C) y calentaron una
vez mas hasta 68°C. Seguidamente se agregaron gotas de NaOH al 40% hasta alcanzar
coloracion roja (Figura 11 E) (Pearson,1976). Después se llevaron las muestras a pH

alcalino, se enfriaron nuevamente y se aforaron.

Valoracién utilizando un volumen inicial de 10 mL de solucién Fehling: Para iniciar la
valoracion, se utilizé una de las muestras hidrolizadas, se llené una bureta de 25mL con la
disoluciéon de azucar. Posteriormente, se agreg6é en un Erlenmeyer 5mL de reactivo de
Fehling A, 5mL de Fehling B y 5mL de disolucién de azlcar de la bureta. (Pearson,1976).
Se calenté el Erlenmeyer utilizando un hot plate (Fisher Scientific Isotemp Heated Magnetic)
y se agité con una barra magnética hasta que el liquido hierva suavemente durante 90
segundos (Figura 12).

Figura 12. Muestra en agitacion con reactivos de Fehling Ay B (Fuente: Propia).

Transcurrido este tiempo, se afiadieron 5 gotas de azul de metileno al 1% y se inici6 la
adicion de disolucion de azlcar a un ritmo de 0.25 mL cada 15s. El liquido se debe agitar y
mantener en constante ebullicion (Pearson, 1976). Se continuaron las adicciones de
disoluciones de azlcar hasta la desaparicion del color azul. Este método se realizé por
triplicado; a los resultados obtenidos en el triplicado fueron simplificados mediante una
media aritmética, este es el valor que se obtiene al sumar todos los datos que tenemos y
dividir el resultado entre el nimero total, tal y como se muestra en la ecuacién 14.

X1 T Xg+ X5+ Xg oot Xy (14)

N

X=
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El calculo del porcentaje de azUcares reductores en la disolucién se realiz6 con la siguiente

expresion:

%AR = i ——T0 (15)

[(vmuestra)(Titulo)]

Donde V muestra es el volumen de la muestra, Titulo representa el volumen de disolucion
de azucar (solucion a titular) utilizados en la valoracion, y Factor es el valor correspondiente
al Titulo. Utilizando el cuadro de factores del método de Lane y Eylon se puede observar
(Anexo 1.) que se presenta la relacién entre Titulo y Factor (azUcar invertido no sacarosa)
(Pearson, 1976).

3.2 Conservacion de los microorganismos

Las cepas Bacillus megaterium, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum
y Pseudomona mendocina (Figura 13). que se utilizaron en este estudio fueron
suministradas por el Laboratorio de Biotecnologia del Programa de Investigacion

Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA — UNI)
| =5

.aurantiacun WWg Varisflavi
[ | idiatiicl

Figura 13. Crecimiento en medio de Agar Miller (LB): A (Pseudomona mendocina), B
(Bacillus megaterium), C (Exiguobacterium aurianticum) y D (Bacillus marisflavi).
(Fuente: Guillén & Martinez, 2019).
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Estas cepas se conservan mediante el método de transferencia periddica tal y como se
muestra en la Figura 13. La transferencia de las bacterias se efectia cada 30 dias
utilizando el medio Agar Miller (LB). Estas bacterias se encuentran conservadas a una
temperatura de 10°C (Guillén & Martinez, 2019).

Loaiza (2014) describe que en este método la cepa microbiana se almacena en forma
de cultivo activo en el medio en el que ha crecido, consiste en la transferencia del cultivo

a un medio de cultivo nutritivo y fresco a intervalos que aseguren la viabilidad de este.

La multiplicacién para cada una de las 4 cepas se realiz6 en medio agar Miller LB a
partir de los microorganismos aislados y obtenidos del banco de células de trabajo. Para
esto Sanz (2011) describe la técnica de siembra de agotamiento por estrias, la cual se
realiza con el objetivo de obtener cultivos puros, por lo tanto, se empleé dicha técnica,
la cual se extrajo del trabajo realizado por Guillén & Martinez (2019). Ver a continuacién

Figura 14.

indeulo
inicial segundo grupo

de estrias

tercer grupo
3 - cuarlo grupoe
de estrias 2 de estrias

Figura 14. Técnica de siembra de agotamiento por estrias (Fuente: Martinez, 2019).
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3.2.1 Preparacion del in6culo.

Con el objetivo de adaptar las bacterias al medio de cultivo no sintético, se procedi6 a
transferir las bacterias contenidas en el medio Agar Miller (LB) a un medio solido
compuesto por Agar-agar y melaza (melaza clarificada con 6% de azucares reductores).
En la Figura 15 se muestra la preparacion del medio de cultivo y una placa Petri con el

medio ya solidificado.

Figura 15. (A) Preparamon del Medio de cultlvo y (B) placa Petrl con el medio ya
solidificado al 6% de AR (Fuente: Propia).

Para la transferencia de estas bacterias se realizo la técnica de siembra en superficie,
siguiendo la metodologia de Santambrosio (2009), para ello se vierte sobre una placa
de Petri el medio de cultivo fundido, se deja solidificar y se coloca el in6culo sobre la
superficie de la placa. Las muestras se siembran extendiéndolas con ayuda de un asa

de Digralsky de cristal estéril, tal y como se muestra en la Figura 16.

Spread-plate method
e P /7 Surface

:‘,»‘j Incubation
P e, 4 T —
Sample is pipetted Sample is spread evenly over Typical spread-plate
onto surface of agar surface of agar using sterile results
plate (0.1 ml or less) glass spreader

Figura 16. Método de dispersion por superficie (Santambrosio, 2009).
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La suspensién se absorbe en el agar, dejando las células microbianas sobre la
superficie. Las placas se incuban hasta la aparicion de las colonias. Como en el método
de siembra por estria, las colonias que aparecen en las placas sembradas por extension
0 en el agar solidificado sembrado por el método del vertido en placas presenta la
ventaja de que permiten obtener un mayor nimero de colonias aisladas que el método

de siembra por estria (Santambrosio, 2009).

Figura 17. (A) Inoculaciébn con micropipeta de microorganismos, (B) Siembra de

dispersion por superficie y (C) Inéculo en agitacion en Shaker (Fuente: Propia).

Del crecimiento obtenido de cada una de las cepas en placa Petri, se vertieron 2 mL de
agua destilada estéril con ayuda de una micropipeta (Figura 17 A) para poder dispersar
los microorganismos utilizando un asa Digralsky (Figura 17 B) y asi ser transferidos 2
mL del contenido microbiano en la placa Petri a un matraz Erlenmeyer con capacidad
de 250 mL de aforo con contenido de 50 mL de melaza a 6% de azucares reductores
(Figura 17 C). Estos se dejaron en agitacion durante 16 horas en un Shaker de
laboratorio marca SCILOGEX SK-0O330-Pro, a una velocidad de 170 rpm y una

temperatura de 30°C. Se realiz6 el mismo procedimiento para cada una de las bacterias.

3.2.2 Cinética de crecimiento

Una vez transcurridas las 16 horas del in6culo, se tomaron 10 mL de este, para
transferirlos a un matraz Erlenmeyer con capacidad de 250 mL de aforo con contenido

de 90 mL de melaza. Estos se mantuvieron en agitacion en un Shaker de laboratorio
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marca SCILOGEX SK-0330-Pro, a una velocidad de 170 rpm durante 7 horas y media
a 28°C, este tiempo fue tomado por los resultados obtenidos de Guillén y Martinez
(2019).

En este tiempo establecido se midio la absorbancia en el espectrofotometro UNICO UV-
2100 con una longitud de onda de 650 nm, como se muestra en la Figura 18, se
utilizaron Erlenmeyers con medio de melaza como prueba testigo para medir la
absorbancia y determinar la calidad del proceso. Lo descrito se realizo por triplicado para

cada bacteria.

Figura 18. Medicion de absorbancia en el espEctrotémetro UNICO UV-2100 con una

longitud de onda de 650 nm (Fuente: Propia).

3.2.3 Curvacinética de crecimiento

La propuesta de Paramo (2012) y Kova'Rova'-Kovar & Egli (1998) determina que para
dar inicio con la corrida se debe medir la absorbancia en el espectrofotémetro UNICO
UV-2100 con una longitud de onda de 650 hm para cada uno de los frascos Erlenmeyer
inoculados al tiempo cero y se debe realizar la técnica de medicion cada 30 minutos
durante 7 horas y media para cada bacteria por triplicado. Los resultados obtenidos de
la medicion se proyectaron mediante una media de cada corrida ejecutada, tal y como

se muestra en Anexos 2.
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3.2.4 Concentracién celular por conteo

El Conteo celular es un paso necesario cuando se efectan siembras o subcultivos
celulares, o cuando se preparan experimentos para ensayos basados en células. La
forma de cuantificar las células viables mas utilizada en microbiologia, es la de hacer
diluciones y cuenta en placa con medio de cultivo especificos para la poblacién de
interes como se muestra en la Figura 14 antes explicada. Esta técnica se basa en la
suposicion de que cada bacteria incluida en un medio de agar, en su superficie se
multiplicara y producira una colonia visible, en consecuencia el nimero de colonias que
se observaran a simple vista sera igual al nUmero de baterias viables o unidades
formadoras de colonias (UFC) inoculadas en el agar multiplicadas por la dilucion
(Ramos & Pérez, 2004).

Se tomd cada 30 minutos un 1mL de volumen de la muestra para la realizacion de
diluciones seriadas desde -1 hasta -6. Tomando de las mismas 100 uL para distribuirse
sobre las placas Petri preparadas con medio Agar-agar y melaza realizandose este por
triplicado, tal y como se muestra en la Figura 19. Una vez inoculadas las placas, se
incubaron a 30°C por 16 horas. Transcurridas las 16 horas, se procedio a realizar el
conteo celular de cada dilucion en sus tiempos establecido segun la cinetica de

crecimiento por triplicado.

Sample to
) be counted

Dilution —
1ml 1ml 1ml 1ml

A @ 0 @ @ @
e I B
1/10 17100 1/10® 1/10* 17105 1/10°

(107) (102 (107%) (107" (10%) (1079)
Plate 1-ml samples 1 1

159 17 2 o
. Epatt P oo

Too many
colonies
tocount 159 x 10° = 1.59 x 10°

Plate Dilution Cells (colony-forming
count factor units) per milliliter of
original sample

Figura 19. Diluciones seriadas y conteo en placa Petri con medios de cultivos
especificos para la poblacién de interés (Ramos & Pérez, 2004).
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Madhumathi (et al., 2019) explican que para determinar el nimero de UFC (unidades
formadoras de colonias) por mililitro (mL) de muestra, el nUmero de colonias (en una
placa que tiene 30-300 colonias) se multiplica por el nUmero de veces que se diluy6 el
mL original de bacterias (se conto el factor de dilucién de la placa). Por ejemplo, si una
placa que contiene una dilucién 1 / 1,000,000 del mL original de muestra contiene 150
colonias, entonces 150 representa 1/ 1,000,000 del numero de UFC presentes en el mL
original. Por lo tanto, el nimero de UFC por mL en la muestra original se calcula con la

férmula representada en la Figura 19:

UFC por ml de muestra = El niumero de colonias contadas X El factor de dilucion
de la placa contada

Aplicando la tecnica descrita se procedio a construir el Anexo 3, donde se determiné

el conteo en placa petri para cada bacteria en relacién a cada tiempo.

3.3 Datos a nivel experimental

En este punto mediante el analisis de los datos obtenidos a nivel de laboratorio permitié
obtener un modelo matematico para la curva de calibracion y extrapolar a otros procesos

en nuevas condiciones.

3.3.1 Determinacion de parametro cinéticos

Los parametros cinéticos son criterios que sirven para evaluar y comparar un proceso
con otro, estos también son el punto de partida a considerar en un disefio de
escalamiento Hernandez (2003). Se logr6 determinar la velocidad maxima de
crecimiento, conocer las horas que dura cada una de las fases, saber la concentracién
de UFC/ mL en cada una de las fases y podremos conocer cémo va disminuyendo el

sustrato en el tiempo (Paramo, 2020).

Velocidad de crecimiento: Chezeau & Vial (2019) describen que la ecuacién empirica de
Monod es la expresion de velocidad mas comun para describir el crecimiento de
microorganismos en general, la velocidad de crecimiento de los microorganismos fue

calculada mediante la aplicacion de la Ecuacion 1 (Fundamentos tedricos)
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Méxima velocidad de crecimiento: Para determinar la velocidad de crecimiento del
microorganismo, se asume una reaccion de orden uno y se grafica el algoritmo natural
(Anexo 3) de la concentracion celular (Inx) contra el tiempo (t) de la fase exponencial. La
pendiente de esta linea corresponde a la maxima velocidad especifica de crecimiento (Umax)
(Durango, 2007).

Crecimiento microbiano: El crecimiento microbiano se model6 segun la ecuacion de
Monod. Esta ecuacion relaciona la velocidad méaxima de crecimiento con la concentracion
del sustrato limitante (Anexo 4) (Sidhu et al., 2014).

S
U= u,.

(16)

l

Tasa de crecimiento y tiempo de generacién: La tasa de crecimiento y tiempo de
generacién son los parametros a controlar durante la fermentacion, ya que representan
el comportamiento dindmico de los microorganismos . El uso de unatasa de crecimiento
como parametro de control implicaria que el sustrato estd presente en cantidades
suficientes y, por lo tanto, también puede actuar como una herramienta indirecta para el
control del entorno extracelular (Srivastava & Gupta, 2011). La estimacion de la tasa de
crecimiento y el tiempo de generacion se realizd utilizando modelos apropiados
explicados en el capitulo de fundamentos teoricos basados en la cinética de

crecimiento celular (Anexo 4).
3.3.2 Disefio tecnolodgico para la produccion de un biofertilizante

El disefio tecnoldgico del presente trabajo se realizd6 mediante las férmulas propuestas
en el capitulo de fundamentos tedricos, este es resumido en un algoritmo sintetizado
(Flujograma 1) que sigue la secuencia de ejecucion de este bioproceso en especifico.
El orden de cada proceso y formula fueron realizadas segun las caracteristicas y

exigencias que se requieren para la produccion de un Biofertilizante y su escalamiento.
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3.3.3 Algoritmo sintetizado del disefio tecnoldgico.

Criterio de escalado por similitud
geométrica:

‘IX Ks t'§
- “dX
Xo f - X -8

i

Dimensionamiento del biorreactor:

Seleccion y adecuacion del
medio no sintético

'

Establecer parametros y
condiciones cinéticas

v

Datos previos al
escalado en el
Biorreactor
experimental.

Seleccién del microorganismo a )
trabajar del consorcio bacteriano 4
con propiedades biofertilizadoras
3 No
Volumen del Biorreactor:
F‘J‘Hh‘.\': K V P
Proporciones entre |, . y | S si
Fmax
= DL'J"H * Vﬂu
V
Dimensionamiento de los impulsores:
H_=1D,
o ;
5 M|
H =2'D. H, = H, e SV
b : D, N,
H,Z=3'D,

Semejanza dinamica:
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m
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Dimensionamiento de Bafles:

2

Tipo de agitador:

=n N _‘#N’D’
P No

P

0.3
J
DJ‘

o)

Transferencia de Oxigeno:

In (EaI—Call)
Cal—calz

t2—t1

NP P [

KLa=

Blance de calor:

Calor intercambiado con la chaqueta:
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o

- o
ac ag

T o
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==
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Q
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Q
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mnt

4
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Flujo de calor:
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+ ] *Ln*d—" *d
2% A d,

Volumen total (Vt), Volumen efectivo (v), Diametro del Mezclador
(Dr), Velocidad de agitacion (N}, Altura total (H), Altura de llenado
(h), Temperatura del sistema de mezclado (Tr), Temperatura del

medio de intercambio (Tm), Potencia del agitador (Np), Diametro del
impulsor (Di), Ancho de la paleta (Ap), Longitud de Paleta (Li),
Distancia Fondo del Impulsor (Hi), Numero de baffles (Nb)

1 i 1
[ﬂi*dl a, *d,

Flujograma 1, Proceso para el disefio techologico del escalado (Fuente: Propia).
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4. Resultados y discusion.

4.1 Definicién de un medio no sintético para la produccion de un

consorcio bacteriano.

La definicién de un medio no sintético es un paso esencial para escalar un bioproceso,
ya que esto significaria un mejoramiento en la productividad y rentabilidad de este. Las
propiedades nutricionales que requieren los microrganismos en general se representan
en la Tabla 1 (fundamento tedrico) y comparando estos con las propiedades
nutricionales contenida en la melaza en la Tabla 2 (fundamento teérico), demuestran
gue la melaza cumple con las propiedades nutricionales adecuadas para ser utilizada

como un medio no sintético.

En el proceso de adaptar la melaza como un medio no sintético fue de gran importancia
determinar la cantidad de azucares reductores contenidos en la misma, ya que Arnaldoa
(2019) determind que concentraciones entre el al 6 % de azucares reductores son
ideales para el desarrollo de los microorganismos en el medio, esto permitira que el
proceso no sea inhibido. Donde la concentracién de azucares reductores entre mas

cerca esta al 6% sera mas ideal.
4.1.2 Azlcares reductores definidos en el medio no sintético.
Después de realizado el método volumétrico por triplicado a una muestra de melaza

descrita en la seccidon de metodologia, se obtuvieron las siguientes valoraciones para la

misma (Tabla 4):

Tabla 4. Tabla de resultados de la determinacidon de azlcares reductores a la

melaza ultilizada (Fuente: Propia).

Valoracion Titulacion (mL) %AR
1 35.2 14.7%
2 34.1 15.1%
3 34.9 14.8%
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Al obtenerse diferentes valores, se realiz6 una media aplicando la ecuacion 1,
obteniendo como resultado una valoracion general de 34.7 mL. Una vez obtenido el dato
de la ecuacion 14, se sustituy6 en la ecuacién 15y se determind que en una disolucion
de melaza al 20%, el porcentaje de azucares reductores obtuvo una media de 14,9%
(Tabla 1). Esto indic6 una mejora en la melaza del Ingenio Benjamin Zeleddn segun los
andlisis de Pashova (1995), a partir del resultado de la ecuacion 15 se llevaron los AR
a un 6%, segun lo indicado por Arnaldoa (2019) donde define los beneficios de trabajar
un medio de cultivo a este porcentaje de AR en la melaza.

4.1.3 Proceso de crecimiento en medio solido (Placa Petri) del
consorcio bacteriano, del medio de cultivo Agar Miller LB a medio de

cultivo no sintético Agar-agar y melaza al 6% de azUcares reductores.

Uno de los objetivos principales de esta investigacion es la definicion de un medio no
sintético a partir de melaza con 6% de azUcares reductores. Mediante la técnica de
dispersioén por superficie (Figura 13 de metodologia), se llevo del medio agar Miller LB

al medio no sintético de Agar-agar y melaza al 6% de azUcares reductores (Figura 20).

Los medios de cultivo en placa Petri de la Figura 20 (Al, BI, CI, DI), fueron trabajados
con melaza al 6% previamente Autoclavado por 15 minutos. Al ser inoculados los

microorganismos se dejaron en incubacién por un periodo de 24 horas.

En la Figura 20, se muestra el crecimiento y adaptabilidad de cada bacteria después de
transferir del medio agar Miller LB al medio Agar-agar y melaza. La bacteria Bacillus
megaterium presentdé mayor adaptacion al medio no sintético, la bacteria Bacillus
marisflavi y Exiguobacterium aurianticum también presentaron una buena
adaptacion siendo su crecimiento muy similar; por lo contrario, la bacteria Pseudomona

mendocina presentd crecimiento, pero con una velocidad menor.
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iz 3% 2 7o

Figura 20. Al (Bacillus megaterium) en medio de melaza, All (Bacillus megaterium)

en medio LB, Bl (Bacillus marisflavi) en medio de melaza, Bll (Bacillus marisflavi) en
medio LB, CI (Exiguobacterium aurianticum) en medio de melaza, ClII
(Exiguobacterium aurianticum) en medio LB, DI (Pseudomona mendocina) en
medio de melaza y DIl (Pseudomona mendocina) en medio LB (Fuente: Propia).
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La melaza al 6 % de AR como medio de cultivo no sintético es un medio que favorece
al crecimiento bacteriano; adaptar bacterias de un medio sintético a uno no sintético
favorece la produccion de estas a escalas superiores. En esta investigacién se logré

adaptar las bacterias a un medio no sintético tal y como se muestra en la Figura 20.

4.2 Cinética de crecimiento microbiano.

Wang & Petra ( 2019). Describen que el crecimiento celular implica un aumento de su
masa y tamafio fisico controlado por ambientes fisicos, biolégicos y quimicos. El
crecimiento microbiano se cuantifica mediante el aumento de los componentes
macromoleculares y quimicos de la célula y el patron de crecimiento de cada
microorganismo es Unico. Madhumathi et al., (2019) indican que la cinética de
crecimiento es una reaccion auto catalitica que implica que la tasa de crecimiento es
directamente proporcional a la concentracion de la célula. La concentracion celular se
mide por métodos directos e indirectos. Los métodos directos incluyen medir la
concentracion de masa celular, turbidez (densidad Optica), recuento de placas, etc.
Mientras que los métodos indirectos para medir la densidad celular se realizan midiendo
la concentracion de proteinas, ATP o contenido de ADN.

Condiciones de la cinética microbiana de cada microorganismo contenido en el
consorcio bacteriano.: Guillen & Martinez (2019) realizaron un estudio de la cinética
de crecimiento celular de las bacterias que conforman el consorcio, evaluando en medio
de cultivo liquido LB, con el objetivo de determinar la duracién de la fase Lag o etapa de
adaptacion y la concentracion celular en maxima fase exponencial. Determinaron que
Bacillus megaterium presentd una fase de adaptacion que durd aproximadamente 2
horas y alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 4.57 horas presentando una
absorbancia de 1.7 equivalente a 1.70E+9 UFC/mL.

De igual manera observaron que Bacillus marisflavi, presenté una fase de latencia de
37 minutos y su punto de crecimiento maximo fue aproximadamente a las 5 horas

presentando una absorbancia de 1.932 equivalente a 1.93E+9 UFC/mL;
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Asimismo, describieron que la bacteria Exigoubacterium aurantiacum tuvo una fase
de adaptacion de 36 minutos y su punto maximo de crecimiento se alcanz6 hasta las
6.38 horas presentando una absorbancia de 1.19 equivalente a 1.19E+9 UFC/mL. Por
altimo, con la bacteria Pseudomona mendocina observaron una fase de adaptacion
de aproximadamente 1 hora y alcanzd su punto maximo de crecimiento maximo a las

6.36 horas presentado una absorbancia de 1.635 equivalente a 1.64E+9 UFC/mL.

El presente trabajo desarrollado utilizando el medio de melaza, se realiz6 una curva de
crecimiento para los cuatro microorganismos, segun lo descrito en la metodologia,
obteniéndose valores de crecimiento (inéculos) después de 16 horas a 170rpm en
melaza siendo 2.54Abs para Bacillus megaterium, 1.58Abs para Bacillus marisflavi,
4.23Abs para Exigoubacterium aurantiacum y 3.07Abs para Pseudomona
mendocina. Para la obtencién de estos valores se realizaron diluciones seriadas para
determinar el valor real de UFC, los resultados (UFC) obtenido en los in6culos

Unicamente demostraron crecimiento de cada microorganismo.

Después de la inoculacion, se transfirieron 10 mL de biomasa de este a un Erlenmeyer
con un volumen mayor (90 mL) para medir constantemente el crecimiento microbiano.
Posteriormente se determinaron las condiciones de crecimiento de los microorganismos
mediante la lectura de absorbancia a 650nm por medio de diluciones seriadas a la -1,
esto debido a que la composicion del medio dificultaba la lectura a una longitud de onda
menor. Esta medicion se realizé cada 30 minutos. Una vez realizado el analisis se
obtuvieron los siguientes resultados del crecimiento de cada microorganismo (Figura

21) y se compar6 con los resultados de Guillén y Martinez (2019).
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Figura 21. Curva de absorbancia, Al (Bacillus megaterium) en melaza, All (Bacillus

megaterium) en medio LB, Bl (Bacillus marisflavi) melaza, Bll (Bacillus marisflavi)
en medio LB, Cl (Exiguobacterium aurianticum) en melaza, Cll (Exiguobacterium
aurianticum) en medio LB, DI (Pseudomona mendocina) en medio de melaza y DIl
(Pseudomona mendocina) en medio LB. (Fuente: Tomado y adaptado de Guillén y
Martinez, 2019).
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Una vez construidas las curvas cinéticas correspondientes a las 4 bacterias, se observé
gue la bacteria Pseudomona mendocina (Figura 21 DI) su fase de adaptacion dur6
aproximadamente 30 minutos y alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 7 horas
con 30 minutos, presentando una absorbancia de 1.61Abs. Guillén y Martinez (2019)
reportaron que, para Pseudomona mendocina (Figura 21 DIl) la fase de adaptacion
durd aproximadamente 1 hora y alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 6 horas
con 36 minutos, presentando una absorbancia de 1.635Abs. En cuanto a la bacteria
Bacillus megaterium (Figura 21 Al), su fase de adaptacion duré aproximadamente 30
minutos, su punto méaximo de crecimiento a las 7 horas con 30 minutos, presentando
una absorbancia de 1.98Abs. En Guillén y Martinez (2019), describieron que Bacillus
megaterium (Figura 21 All) presentdé una fase de adaptaciobn que durd
aproximadamente 2 horas y alcanzé su punto maximo de crecimiento a las 4 horas con
57 minutos, presentando una absorbancia de 1.7Abs. Asimismo, la bacteria Bacillus
marisflavi (Figura 21 Bl), present6 una fase de adaptacion con duracién de 30 minutos,
un punto maximo de crecimiento a las 7 horas, con una absorbancia de 1.93Abs. Segun
Guillen y Martinez (2019) observaron que Bacillus marisflavi (Figura 20 Bll), presenté
una fase de latencia de 37 minutos y su punto de crecimiento maximo fue
aproximadamente a las 5 horas, presentando una absorbancia de 1.932Abs. Por ultimo,
Exiguobacterium aurantiacum (Figura 21 Cl) present6 una fase de adaptacion con un
tiempo de duracion de 30 minutos, alcanzando un punto maximo de crecimiento a las 7
horas, con una absorbancia de 1.90Abs.; Guillén y Martinez (2019) observaron que la
bacteria Exigoubacterium aurantiacum (Figura 21 CllI) tuvo una fase de adaptacion
de 36 minutos y su punto maximo de crecimiento se alcanz6 hasta las 6 horas con 38

minutos, presentando una absorbancia de 1.19Abs.

En el grafico se puede mostrar que, basandose en el indice de regresion de la Figura
21, se compara la confiabilidad de ambos modelos determinando que el crecimiento
bacteriano en el medio no sintético es mas fiel a este indice obteniendo valores por
encima de 0.95, esto por las caracteristicas y adaptabilidad de los microorganismos en
la melaza al 6% de azucares reductores, las propiedades de la melaza definidas en
fundamento tedrico indican como estas favorecen el crecimiento de los

microorganismos, permitiendo a las bacterias Bacillus megaterium, Bacillus
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Figura 22. Curva de crecimiento de UFC en escala logaritmica: A-l (Bacillus
megaterium) en melaza, A-ll (Bacillus megaterium) en medio LB, B-I (Bacillus
marisflavi) en melaza, B-1l (Bacillus marisflavi) en medio LB, C-l (Exiguobacterium
aurianticum) en melaza, C-ll (Exiguobacterium aurianticum) en medio LB, D-l
(Pseudomona mendocina) en medio de melaza y D-ll (Pseudomona mendocina) en
medio LB (Fuente: Tomado y adaptado de Guillén y Martinez, 2019).
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Relacionando Anexo 3y la Figura 22 anterior se determin6 que, Pseudomona mendocina
present6 una fase de adaptacién de 0.30 horas equivalente a 3.30E+04UFC. Su mayor
concentracién de crecimiento se obtuvo a las 7.30 horas con 1.73E+07UFC. Segun Guillen
y Martinez (2019), para P. mendocina, su fase de adaptacion de 1 hora equivalente a
2.10E+08UFC y mayor concentracidon de crecimiento a las 9 horas equivalente a
1.64E+09UFC. Asimismo, Bacillus megaterium presentd una fase de adaptacion de 0.30
horas en equivalente a 5.50E+04UFC. Su mayor concentracion de crecimiento se obtuvo a
las 7.30 horas con 2.80E+07. En el trabajo Guillen y Martinez (2019), B. megaterium
presento fase de adaptacion 1 hora equivalente a 2.57E+08UFC, y mayor concentracion de
crecimiento a las 6 horas 1.70E+09UFC. Por su parte, Bacillus marisflavi presenté una
fase de adaptacion de 0.30 horas equivalente a 4.50E+04UFC. Su mayor concentracion de
crecimiento se obtuvo después de las 7 horas con 1.95E+07UFC. En Guillén y Martinez
(2019), en cuanto a B. marisflavi, su fase de adaptacion fue de mas de una hora
equivalente a 3.07E+08UFC y su mayor concentracion de crecimiento a las 7 horas con
1.93E+09UFC. Por ultimo, Exigoubacterium aurantiacum presentd una fase de
adaptacion de 0.30 horas equivalente 4.95E+04UFC. Su mayor concentracion de
crecimiento se obtuvo entre las 7 horas y 7.30 horas 2.25E+07UFC. En cuanto a Guillén y
Martinez (2019), E. aurantiacum. Tuvo una fase de adaptacion 1 hora 1.40E+08UFC. La

mayor concentracion de crecimiento fue a las 8 horas con 1.19E+09UFC.

De los graficos obtenidos del crecimiento en placa con Agar-agar y melaza, se comparo
con el crecimiento tedrico obtenido de la referencia de Guillén y Martinez (2019) por el
método de McFarland. Basandose en el indice de regresion; también en este caso podemos
determinar que el crecimiento en placa de agar-melaza obtenido fue de mayor confiabilidad,
obteniéndose valores superiores a 0.94. Cabe destacar que a esto se le atribuye que los
resultados obtenidos mediante el recuento en placas son mucho mas acertados que el

método de McFarland ya que el primero si es un procedimiento practico.

La investigacion de Sarrau (et al., 2012) determind en bacterias del género Bacillus por
medio de crecimiento en placas Petri en agar LB, fases de adaptacion de hasta 1 hora con
un promedio de 4.50E+04UFC, donde su mayor concentracion de crecimiento fue a las 16

horas con 6.36E+08UFC, en la bacteria P. mendocina Pisani (et al., 2007) registro
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crecimiento en placa Petri en el medio de cultivo Agar-cetrimide fases de adaptacién de
0.30 horas donde obtuvo .7.59E+04UFC su mayor concentracion se alcanzé a las 18 horas
con valores de 9.27E+08UFC.

A partir los datos obtenidos del crecimiento de los microorganismos y las bibliografias
consultadas , se logré determinar que en este medio no sintético se obtuvieron mejores
rendimientos y se puede decir que los factores que favorecen un mejor crecimiento en dicho
medio no sintético, fueron la adaptacién del consorcio bacteriano a partir de medio LB a
Agar-Agar y melaza previo a la fermentacion lo que implica que el metabolismo bacteriano
se adapte a este medio ya que si pasamos directamente del medio LB al Erlenmeyer con
melaza, habria poco tiempo de adaptacion y el microorganismo presentaria poco
crecimiento en la lectura de absorbancia. Entonces, al realizar la adaptacion al medio sélido
con melaza, las bacterias presentan un mejor crecimiento en su posterior inoculacién
nuevamente en agar o caldo melaza. Cabe destacar que a medida que se fue realizando
cada fermentacion, los rendimientos fueron aumentando, lo que significa que, si se
continuase realizando la fermentacion en este medio, se pueden obtener valores alin mas
altos, incluso también si se le brindara mas tiempo para la fermentacion, ya que los
resultados de Sarrau, et al., (2012) y Pisani, et al., (2007) reportaron los mayores
crecimientos a las 16 y 18 horas.

4.3 Disefio tecnolégico de un prototipo de biorreactor para la
produccion de un Biofertilizante.
En el proceso de escalamiento es necesario conocer del microorganismo en cuestion, los
parametros cinéticos, o sea, el comportamiento de la generacion de colonias, tasa de

crecimiento, tiempo de generacion de colonias y las velocidades de crecimiento.

Resultados de los pardmetros cinéticos calculados del consorcio bacteriano a nivel
experimental: Estos parametros fueron calculados mediante las férmulas propuestas en
la metodologia: Tasa maxima de crecimiento (Férmula 1, Fundamento Tedrico),
Velocidad de crecimiento “p” (Férmula 2, Fundamento Teoérico), Generacion de
colonias y tiempo de generacion (Férmula 3, Fundamento Teérico), Constante de

velocidad “Ks” (Férmula 16, Metodologia). Estas formulas fueron ejecutadas en la fase
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Log determinada de cada microorganismo ya que este es el momento en que el las
bacterias tienen un crecimiento acelerado y su actividad metabdlica es muy alta
(Combase, 2018), por tales razones la fase log es la de mayor interés para la produccién

del biofertilizante.
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Figura 23. Parametros cinéticos, A-l Velocidad de crecimiento, A-ll Constante de velocidad,

B-I Bacterias Inoculadas y B-Il Tiempo de duplicacion (Fuente: Propia).

Analizando el anexo 4 y la Figura 23, se determin6é que, Pseudomona mendocina
present6 una velocidad promedio de crecimiento (Figura 23 A-l) de 0.13024 (h(Y), esto
permitid determinar la velocidad de crecimiento de cada fase de la cinética del
microorganismo (Anexo 4) , en el trabajo de Valencia (2018) se determiné una
velocidad promedio de crecimiento en melaza para P. mendocina de 0,1032 (h""9), al
ser casi similares los resultados de velocidad de crecimiento, por ende, la constante de
velocidad media “Ks” lo sera también, P. mendocina (Figura 23 A-Il) obtuvo una Ks de

0.1420 mg/L, esto indica la concentracion del sustrato limitante para el crecimiento
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cuando W/umax= 0.5 (Anexo 4), este resultado se ve involucrado en el tiempo de
duplicacion de esta bacteria, la cual se estara duplicando cada 34 minutos (Figura 23
B-11); Valencia (2018) obtuvo un tiempo de duplicacion de 29 minutos con la diferencia
de mantener una alimentacién semidiscontinua del sustrato, lo que le permitié reducir
este tiempo. Sin embargo, la cantidad de bacteria inoculadas de P. mendocina (Figura
23 B-l) obtuvo un valor de 2.36E+04, donde Valencia (2018) obtuvo un valor de
5.49E+03. Estos resultados determinan que el pre-tramiento y tratamiento de la melaza
propuesto en la metodologia presenta mejor rendimiento y un medio mas idéneo para

el microorganismo.

La bacteria Bacillus megaterium present6 una velocidad promedio de crecimiento (Anexo
4) de 0.1985 (hY) (Figura 23 A-l) y la bacteria Bacillus marisflavi de 0.1454 (hY), las
pruebas de Portillo (2009) en bacterias del género Bacillus reportaron una velocidad
promedio 0.2385 (h(Y), estas fueron realizadas con las mismas condiciones explicadas en
la metodologia, con la diferencia que el medio de inoculacion utilizado por Portillo (2009)
fue Caldo M.R.S. Bacillus megaterium obtuvo una Ks de 0.2845 mg/L esta misma se
estara duplicando cada 27.41 minutos, Bacillus marisflavi obtuvo una Ks de 0.1448 mg/L
(Figura 23 A-ll) y se estara duplicando cada 27.22 minutos (Figura 23 B-Il), Portillo (2009)
reportd su tiempo de duplicacion para bacterias del género Bacillus cada 24 minutos. La
diferencia en el tiempo de duplicacién no es significativa considerando que el caldo M.R.S,

es un caldo especifico para el crecimiento de Bacillus.

La bacteria Exigoubacterium aurantiacum obtuvo una velocidad promedio de crecimiento
(Anexo 4) de 0.1422 (h™Y) (Figura 23 A-l), se determiné una Ks de 0.1378 mg/L (Figura
23 A-ll) con un tiempo de duplicacién (Figura 23 B-1l) 26.85 minutos, esta bacteria presenté
comportamiento similar a las bacterias Bacillus marisflavi y Pseudomona mendocina,
sus velocidades promedio de crecimiento no presentaron diferencia significativa, mismo
caso para el tiempo de duplicacién y Ks por lo tanto estas bacterias presentan las
condiciones de poder ser reproducidas en un mismo biorreactor segun las caracteristicas
y similitud en los parametros cinéticos , a diferencia Bacillus megaterium obtuvo rangos
superiores donde la velocidad de crecimiento es mayor lo que significa que su consumo de

sustrato es mayor por lo cual debe de reproducirse de forma independiente.
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4.3.1 Resultados y condiciones del modelo experimental a nivel de
laboratorio (Erlenmeyer) para la obtencién del Biofertilizante.
Los andlisis y resultados obtenidos a nivel de laboratorio de cada bacteria estudiada son la
base del experimento realizado en el volumen 250 mL. El modelo es conformado por un
Erlenmeyer con capacidad de 250 mL de volumen maximo y espectrofotometro UNICO UV-

2100, en la Figura 24 se representa el modelo experimental.

Figura 24. (A. Modelo del experimento a nivel de laboratorio.) (B. experimento a nivel de

laboratorio.) (Fuente: Propia).

Del modelo se obtienen los siguientes datos usados en pruebas de laboratorio. Ver a

continuacion la Tabla 5.

Tabla 5. Datos del equipo del experimento (Erlenmeyer) a escala laboratorio (Fuente: Propia).

250 mL
100 mL

78 mm
170rpm
129 mm.
51.6 mm

26 °C
24+/- °C
0,04 X10-3 W,
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Los datos de la Tabla 5 son el punto de partida del escalado, donde se pudo determinar un
volumen efectivo de 100 mL,; siguiendo los criterios de Doran (1999) el volumen efectivo debe
ir en aumento de 10 veces esta misma cantidad, quedando el escalamiento a los siguientes

volumenes: 1 litro; 10 litros y 100 litros.

Una vez determinado los volumenes efectivos para el escalado, se elaboré un flujograma
(Figura 25) de lo que debe ser el bioproceso, tomando en cuenta los pardmetros obtenidos
a 100 mL donde por similitud geométrica y técnica de escalamiento de un proceso continuo

se llevo de 100 mL a 100 litros de volimenes.

Disefio tecnol6gico prototipo del escalamiento de un Biofertilizante: EI modo de
operacion escogido fue de un biorreactor continuo debido a las ventajas que ofrece (Figura
25), entre las que se pueden destacar: su facil manejo, construccién y la minimizacion de los
riesgos de contaminacién por microorganismos externos Doran (1999). Como se puede
apreciar en el modelo inicial (Anexo 4) las Ks de los microorganismos son apreciables con

respecto a la concentracion de sustrato inicial.

300 f, 10 i—
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Figura 25. Diagrama de flujo del Bioproceso partiendo de 1llitro hasta 100 litros para la

produccion del Biofertilizante (Fuente: Tomado y adaptado de Gaitan y Garcia, 1998).

La Tabla 5y el disefio propuesto por Lavin (2018) complementado de las formulas derivadas
de la ecuaciéon de Monod y criterios de escalado propuesto en la metodologia, permitié
elaborar los disefios tecnolégicos de Biorreactores prototipo y ajustable, donde se debe
mantener semejanza geomeétrica entre el modelo y el prototipo de escalamiento. Ver a
continuacion Tabla 6, donde se muestran los datos del disefio tecnolégico de cada dimension

propuesta de los biorreactores prototipos para volimenes efectivos de 1, 10 y 100 litros
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siguiendo los criterios de Doran (1999) y el algoritmo tecnoldgico propuesto en la

metodologia.

Tabla 6. Resultados prototipo del disefio tecnoldgico para cada volumen propuesto (Fuente

propia).

Volumen total (Vt) 15L 15L 150 L
Volumen efectivo (v) 1L 10L 100 L
Diametro del Mezclador (Dr) 117 mm 222 mm 444 mm
Velocidad de agitacion (N) 170rpm 169rpm 168 rpm
Altura total (H) 210 mm 350 mm 917.1 mm
Altura de llenado (h) 147mm 245 mm 642 mm
Temperatura del sistema (Tr) 30°C 30°C 31°C
Temperatura del medio (Tm) 30+/-°C 30+/- °C 30+/- °C
Potencia del agitador (Np) 0,04 X10-2 W 1.101wW 11,01 W
Diametro del impulsor (Di) 38.961 mm 73.926 mm 147.85 mm
Ancho de la paleta (Ap) 7.79 mm 14.78 mm 29.57 mm
Longitud de Paleta (Li) 9.74 mm 18.48 mm 36.96 mm
Distancia del Impulsor (Hi) 38.961 mm 73.926 mm 147.85 mm
Numero de baffles. (Nb) 4U 4 U 4U

Los disefios prototipos de cada Biorreactor son modelos ajustables donde los parametros
calculados deben mantener semejanza geométrica desde el laboratorio (Tabla 6) hasta la
planta piloto. Con los resultados obtenidos del modelo experimental a nivel laboratorio se
ajustaron los parametros propuestos en la metodologia, obteniendo asi un modelo ajustable

gue permita la ejecucion a escala inferiores o superiores.

Para lograr que no exista muerte celular por agitaciébn excesiva, es necesario calcular la
velocidad de agitacion para el biorreactor modelo. Teniendo en cuenta la ecuacion (10)
(fundamento tedrico) la velocidad de agitacion calculada fue de 170 r.p.m. con niumero de
potencia de 2,01 W segun Figura 4 (fundamento tedrico), pero como el biorreactor modelo
no cumple con las relaciones de magnitudes estandares para agitadores, por lo que el Np

de trabajo se obtiene mediante la férmula 16 (fundamento tedrico). ver (Tabla 5)
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Alrealizar el escalado se consideraron los diferentes factores para trasladarse de una escala
a otra como: los requerimientos del bioproceso, las caracteristicas e impacto del disefio del
proceso, la geometria del reactor y seleccion del agitador, la seleccion y disefio de los
accesorios; algo que a lo largo del trabajo se demostré la importancia de considerar cada
factor mencionado, ademas de que también a través del escalado también se debe
considerar la optimizacion de los costos de produccion, siendo este encaminado a evitar
gastos mas alla de los necesarios logrando un mayor beneficio en la produccién a gran
escala.

El balance de calor en las escalas propuesta es despreciable ya que Levin (2018) determina
gue desde el laboratorio a la planta piloto el calor no sera un factor apreciable cuando los
limites son menores a 500 L, por lo tanto, este debe ser considerado como una variable

cuando el sistema tenga volimenes mayores.

El estudio de Delgado & Ruiz (2020) determina que el comportamiento de un biorreactor de
15 a 150 litros de volumen efectivo mantiene similitud geométrica por lo cual la tendencia de
KLa debe de mantener valores similares. Levin (2018) de igual manera determina que esta
similitud debe mantenerse en el modelo tecnoldgico. Por ende, los resultados obtenidos en
el modelo experimental permitieron realizar unos modelos prototipos, los cuales se
desarrollaron mediante el disefio de un algoritmo tecnolégico que se pueda ajustar a valores
reales, el trabajo de Ramirez & Lopez (2020) indica que este algoritmo debe de ser adaptable
y preciso para escalas inferiores y superiores. Por lo cual lo resultados a nivel de laboratorio
permitieron que el modelo propuesto se pueda llevar a volimenes de 1, 10 y 100 litros

siguiendo el algoritmo propuesto en la metodologia.

67



Escalado del proceso de produccion de un biofertilizante a base de un consorcio bacteriano
L 1

Capitulo 5. Conclusiones

Larealizacién del presente trabajo y el analisis de los resultados alcanzados, permitieron

plantear las siguientes conclusiones considerando los objetivos que se establecieron al

inicio de este:

1.

Los resultados obtenidos determinaron que partiendo de una muestra de
disolucién de melaza del ingenio Benjamin Zeleddn al 20%, el porcentaje de
azucares reductores fue 14.9% que posteriormente se llevé a un 6% como
indicaba la referencia, dando como resultado un medio no sintético que
favorece el crecimiento de los microorganismos aun comparandose con un
medio sintético comercial como el medio LB.

Las condiciones en la que se trabajo la cinética de crecimiento microbiano
garantizaron lo demostrado en el medio sélido de melaza, donde se
determinaron los resultados de las concentraciones celulares, favoreciendo al
crecimiento en medio no sintético en comparacion a la de la referencia en
caldo LB donde B. megaterium en melaza alcanz6 su mayor concentracion
de crecimiento a las 7.30 horas presentando una absorbancia de 1.98
equivalente a 2.80E+7 UFC/mL, y en caldo LB tuvo su mayor concentracién a
las 4.57 horas presentando una absorbancia de 1.7Abs y su crecimiento
méximo fue de 1.70E+09 UFC/mL. B. marisflavi en melaza tuvo su
concentracion celular mas alta aproximadamente a las 7.30 horas
presentando una absorbancia de 1.93 equivalente a 1.95E+7 UFC/mL y en
comparacion con la referencia, estas obtuvieron su concentracién maxima de
crecimiento a las 5 horas siendo 1.932 su absorbancia y su mayor crecimiento
fue a las 7 horas obteniendo 1.93E+09 UFC/mL. La mayor concentracién de
crecimiento de Exigoubacterium aurantiacum en melaza se alcanz6 hasta
las 7 horas presentando una absorbancia de 1.90 equivalente a 2.25E+7
UFC/mLy en caldo LB fue a las 6.38 horas equivalente a 1.19Abs y en cuanto
a UFC fue alas 8 horas con 1.19E+09. Pseudomona mendocina alcanzo su
mayor concentracion celular a las 7.30 horas presentado una absorbancia de

1.61 equivalente a 1.73E+7 UFC/mL y del trabajo citado en la comparacion,
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para esta bacteria su concentracibn mas alta fue a las 1.635Abs y su
crecimiento maximo a las 9 horas equivalente a 1.64E+09UFC. Ademas de
obtener mejores valores y como se sefialé anteriormente, la comparacion en
cuanto al crecimiento en UFC realizado en el medio de melaza fue por conteo
en placa Petri, mientras que en el medio LB fue por el método tedrico de
McFarland lo que les da mayor confiabilidad a los resultados obtenidos en la
melaza, siendo el conteo en placa un método practico cuantitativo con
resultados mas exacto en cuanto a la determinacion de crecimiento celular.
Los pardmetros cinéticos de cada microorganismo determinaron: la velocidad
de crecimiento, la constante de saturacion (Ks) y el tiempo de duplicaciéon de
las bacterias. Bacillus. Marisflavi, presento su velocidad de crecimiento de
0.1454 (h©Y) duplicandose cada 27.22 minutos con una Ks de 0.1448 mgl/L,
Bacillus megaterium obtuvo una velocidad de crecimiento de 0.1985 (ht™)
su tiempo de duplicacién se establecié en cada 27.41 minutos para dar un
valor de ks en 0.2845 mg/L, Exigoubacterium aurantiacum presento su
velocidad de crecimiento de 0.1422 (h ) duplicAndose cada 26.85 minutos
con una Ks de 0.1378 mg/L, Pseudomonas mendocina obtuvo una
velocidad de crecimiento de 0.13024 (hCY) su tiempo de duplicaciéon se
establecié en cada 34 minutos para dar un valor de ks en de 0.1420 mg/L,
siendo esta Ultima la bacteria con menor velocidad de crecimiento , menor
constante de saturacion y mayor tiempo de duplicacion, las demas bacterias
demostraron gran similitud en sus pardmetros. Mediante estos resultados del
modelo experimental los datos obtenidos fueron la base para disefiar modelos
tecnolégicos ajustables para el escalamiento de la produccién de un
biofertilizante.

Se lograron disefiar tres prototipos ajustables para la produccion del
biofertilizante, estos se determinaron mediante similitud geométrica, partiendo
de la base del modelo experimental de 100 mL de volumen (util, se
establecieron los prototipos para la produccién de: 1, 10 y 100 litros de

volumen Uutil para el Biofertilizante. Se sintetiz6 un algoritmo para el disefio
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tecnolégico de los reactores prototipo, lo cual deberd unirse al disefio

mecanico para su construccion final.
Capitulo 6. Recomendaciones

1. Es necesario evaluar el crecimiento de las bacterias Bacillus marisflavi,
Exigoubacterium aurantiacum, Bacillus megaterium y Pseudomonas
mendocina por periodos mayores de tiempo a los realizados en este trabajo,
para determinar sus puntos exponenciales maximos y evaluar la probabilidad
de tener mayor porcentaje de biomasa y mayor conteo en placa, esto para un
mejor ajuste en los valores de parametros cinéticos.

2. Aumentar la capacidad de produccion del Biofertilizante, utilizando los modelos
aqui propuestos para el ajuste de nuevos parametros tecnoldgicos que permitan
el escalado del proceso a niveles superiores.

3. Incluir en estudios posteriores, el analisis de la rentabilidad del bioproceso, lo
cual no ha sido objetivo del presente trabajo.
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Capitulo 8. Anexos

Anexo 1. Cuadro de factores del método de Lane y Eylon Fuente: Pearson

(1976)
Azlcar Azicar Azlcar
Azicar Inv. +1g de|Inv. +5g de]Inv. + 10g
Titulo mL |Inv. no sacarosa sacarosa de Dextrosa [Levulosa
sacarosa por 100 por 100 sacarosa
mlL_ mL_ por 100ml_
15 50.5 49.9 47.6 416.1 49.1 52.2
16 50.6 50 47.6 46.1 49.2 52.3
17 50.7 50.1 47.6 46.1 49.3 52.3
18 50.8 50.1 47 .6 46.1 49.3 52.4
19 50.8 50.2 47.6 416.1 49.4 52.5
20 50.9 50.2 47.6 46.1 49.5 52.5
21 51 50.2 47.6 46.1 49.5 52.6
22 51 50.3 47.6 46.1 49.6 52.7
23 51.1 50.3 47.6 416.1 49.7 52.7
24 51.2 50.3 47.6 416.1 49.8 52.8
25 51.2 50.4 47.6 46 49.8 52.8
26 51.3 50.4 47.6 46 49.9 52.9
27 51.4 50.4 47.6 46 49.9 52.9
28 51.4 50.5 47.7 46 50 53
29 51.5 50.5 a47.7 46 50 53.1
30 51.5 50.5 47.7 46 50.1 53.2
31 51.6 50.6 a47.7 45.9 50.2 53.2
32 51.6 50.6 47.7 45.9 50.2 53.3
33 51.7 50.6 a47.7 45.9 50.3 53.3
34 51.7 50.6 a47.7 45.8 50.3 53.4
35 51.8 50.7 47.7 45.8 50.4 53.4
36 51.8 50.7 a47.7 45.8 50.4 53.5
37 51.9 50.7 a47.7 45.7 50.5 53.5
38 51.9 50.7 a47.7 45.7 50.5 53.6
39 52 50.8 47.7 45.7 50.6 53.6
40 52 50.8 a47.7 45.6 50.6 53.6
41 52.1 50.8 a47.7 45.6 50.7 53.7
42 52.1 50.8 a47.7 1415.6 50.7 53.7
43 52.2 50.8 a47.7 45.5 50.8 53.8
44 52.2 50.9 47.7 45.5 50.8 53.8
45 52.3 50.9 a47.7 45.4 50.9 53.9
46 52.3 50.9 a47.7 45.4 50.9 53.9
47 52.4 50.9 a47.7 145.3 51 53.9
48 52.4 50.9 47.7 45.3 51 54
49 52.5 51 a47.7 45.2 51 54
50 52.5 51 a47.7 45.2 51.1 54
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Anexo 2. Cuadro de absorbancias de cada bacteria que conforma el

consorcio bacteriano con propiedades Biofertilizadoras. Fuente Propia

Tiempo horas (h) | P.Mendocina (Abs) | B.Megaterium (Abs) | B.Marisflavi (Abs) | E.Aurantiacum (Abs)

0 0.29 0.34 0.16 0.17
0.30 043 0.64 0.28 0.39
100 0.57 0.76 0.46 0.65
130 0.64 107 0.58 083
2.00 0.69 1.16 0,67 0.84
230 0.3 121 0.82 0.94
3.00 0.79 134 087 0.92
330 081 139 0.93 0.98
4.00 0.94 141 1.18 1.10
430 1.02 1.74 130 117
500 1.23 176 132 12
530 1.28 173 160 150
6.00 14 190 167 158
6.30 158 192 1.70 1.85
1.00 147 193 193 190
130 161 198 183 187
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Anexo 3. Cuadro de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de cada

bacteria que conforma el

Biofertilizadoras. Fuente Propia.

consorcio bacteriano con propiedades

UFC
Tiempohoras (h) | P.Mendocina (UFC) | B.Megaterium (UFC) |  B.Marisflavi (UFC) | E.Aurantiacum (UFC)

0 3.20E+04 5.00E+04 405404 4.90E+04
030 3.30E+04 5.50E+04 4.50E+04 4.95E+04
1.00 1.70E+05 6.00E+05 5.00E+05 4.94E405
130 5.00E+05 1.14E406 6.10E+05 6.20E+05
200 3.00E+06 9.00E+06 6.30E+06 6.55E+06
230 5.22E+06 1.40E+07 1.14£407 1.30£407
3.00 1.09€+07 1.70E+07 1.40£407 1.55E407
330 1.30E+07 1.90€+07 1.49E407 1.73E407
4.00 1.33E407 L11E407 1.50£+07 1.75E407
430 1.40E+07 220407 1.67E+07 191E+07
5.00 1.50E+07 223407 1.30E+07 1.93E+07
530 1.54£+07 2.30E+07 1.85E407 1.90£+07
6.00 1.56E+07 2.40E+07 189407 1.93£407
6.30 1.62E+07 249E407 1.93£407 1.96E+07
1.00 1.73E407 2.60E+07 1.95E407 2.13E407
130 1.75E407 2.80E+07 1.99£407 2.25E407
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Anexo 4. Cuadros de parametros cinéticos para cada bacteria. Fuente:

Propia

Anexo 4.1 Cuadros de pardmetros cinéticos para B. megaterium

Tabla de Resultados "Bacillus Megaterium" LS5-11B

tiempo horas (h) | UFC Log(x) [ u | OD650(Abs)

0 5.00E+04 4.69019608 0.34
0.30 5.50E+04 4.6946052 0.02923438 0.64
1.00 6.00E+05 5.69372695 0.28281447 0.76
1.30 7.14E+06 5.79239169 0.56901538 1.07
2.00 9.00E+06 6.8162413 0.02080502 1.16
2.30 1.40E+07 7.11394335 0.09072923 1.21
3.00 1.70E+07 7.1903317 0.01675778 1.34
3.30 1.90E+07 7.2380461 0.02219504 1.39
4.00 2.11E+07 7.24303805 0.00890793 141
4.30 2.20E+07 7.28103337 0.00824554 1.74
5.00 2.23E407 7.28555731 0.001144 1.76
5.30 2.30E+07 7.2787536 0.00608337 1.73
6.00 2.40E+07 7.28555731 0.00358228 1.90
6.30 2.49E+07 7.29225607 0.00721335 1.92
7.00 2.60E+07 7.3283796 0.00362159 1.93
7.30 | 2.80E+07 7.35218252 0.01443702 1.98

Anexo 4.2 Cuadros de pardmetros cinéticos para P. mendocina

Tabla de Resultados "Pseudomona Mendocina" RIVB-08

tiempo horas (h) | UFC |Log(x) lu | OD650(Abs)

0 3.20E+04 4.50514998 0.29
0.30 3.30E+04 451851394 0.00987328 0.43
1.00 1.70E+05 5.23044892 0.20901992 0.57
1.30 5.00E+05 5.69897 0.28596116 0.64
2.00 3.00E+06 6.47712125 0.18284386 0.69
2.30 5.22E+06 6.7176705 0.12155094 0.73
3.00 1.09E+07 7.0374265 0.06643015 0.79
3.30 1.30E+07 7.11394335 0.03604721 0.81
4.00 1.33E+07 7.12385164 0.00198833 0.94
4.30 1.40E+07 7.14612804 0.01040712 1.02
5.00 1.50E+07 7.17609126 0.00597738 1.23
5.30 1.54E+07 7.18752072 0.00530482 1.28
6.00 1.56E+07 7.1931246 0.00111338 147
6.30 1.62E+07 7.20951501 0.00758677 1.58
7.00 1.73E+07 7.2380461 0.0056423 147
7.30 1.75E+07 7.24303805 0.00229815 1.61
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Anexo 4.3 Cuadros de parametros cinéticos para B. marisflavi

Tabla de Resultados "Bacillus Marisflavi" MIVB-01
tiempo horas (h) | UFC [Log(x) M | 0D650(Abs)

0 4.05E+04 4.60745502 0.16
0.30 4 .50E+04 4.65321251 0.03294065 0.28
1.00 4.00E+05 5.60205999 0.28961088 0.46
1.30 9.10E+05 5.95904139 0.05013306 0.58
2.00 6.30E+06 6.79934055 0.23071465 0.67
2.30 1.14E+07 7.05690485 0.1239364 0.82
3.00 1.40E+07 7.14612804 0.01794875 0.87
3.30 1.49E+07 7.17318627 0.01259756 0.93
4.00 1.50E+07 7.17609126 0.00057842 1.18
4.30 1.67E+07 7.22271647 0.02158761 1.30
5.00 1.80E+07 7.25527251 0.00642475 132
5.30 1.85E+07 7.26717173 0.00546245 1.60
6.00 1.89E+07 7.2764618 0.00182507 1.67
6.30 1.93E+07 7.28555731 0.00416403 1.70
7.00 1.95E+07 7.29003461 0.00087765 1.93
7.30 1.99E+07 7.29885308 0.00402976 1.83

Anexo 4.4 Cuadros de pardmetros cinéticos para E. aurantiacum

Tabla de Resultados " Exiguobacterium Aurantiacum"”" MVIB-02

tiempo horas (h) UFC [Log(x) M | OD650(Abs)

0 4.90E+04 4.69019608 0.17
0.30 4.95E+04 4.6946052  0.0031321 0.39
1.00 4.94E+05 5.69372695 0.27564431 0.65
1.30 6.20E+05 5.79239169 0.05726748 0.83
2.00 6.55E+06 6.8162413 0.23251845 0.84
2.30 1.30E+07 7.11394335 0.14249507 0.94
3.00 1.55E+07 7.1903317 0.01525799 0.92
3.30 1.73E+07 7.2380461 0.02204664 0.98
4.00 1.75E+07 7.24303805 0.00098492 1.10
4.30 1.91E+07 7.28103337  0.0174402 1.17
5.00 1.93E+07 7.28555731 0.00088734 1.27
5.30 1.90E+07 7.2787536 0.00311433 1.50
6.00 1.93E+07 7.28555731  0.00133471 1.58
6.30 1.96E+07 7.29225607 0.00306345 1.85
7.00 2.13E+07 7.3283796 0.00705922 1.90
7.30 2.25E+07 7.35218252 0.01080928 1.87
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