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ABREVIATURAS

C: Fondo del impulsor
Cp: Capacidad calorifica de la sustancia

aM P . . . ..
= Término diferencial de acumulacion donde M es la masa del componente A en

el reactor y t el tiempo.

d: Diametro

D,: Didmetro total del tanque

p: Densidad

H: Humedad

h: Altura del tanque

h;: Altura del liquido

H,: Hipotesis nula

H,: Hipotesis alterna

J: Joules

K ,;: Constante especifica de muerte celular.

K : Constante de saturacion

m: Masa

J: Joules

K ,;: Constante especifica de muerte celular.

K: Constante de saturacion

m: Masa

m: Flujo masico

M,: Biomasa inicial

M,: Masa de salida de A al reactor

M;: Masa de entrada de A al reactor

M,: Corresponde al # de células del inicio de la fase estacionaria
N: Normalidad quimica.

Q: Calor requerido

Q: Caudal

Q,..: Tasa de acumulacion

Qe,,ap:Tasa de perdida de calor de evaporacion del medio

Q..cn: Tasa de calor de intercambio de los alrededores o al intercambiador
Q.me:: Tasa de generacion de calor por el metabolismo

Q,.n: Tasa de ganancia de entalpia sensible de corriente de aire (entrada-salida).
R;: Velocidad mésica de generacion de A por reaccion

R.: Velocidad masica de consumo de A por reaccion

r4: Velocidad volumétrica de muerte celular

rpm: revoluciones por minuto

r,. Eslavelocidad volumétrica de produccion de bimasa con unidades ya sean Kg
m-3st

S: Concentracion del sustrato limitante

S,: Cantidad inicial del sustrato en el medio
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Sy Sustrato final

S,. Sustrato inicial

S;: Corresponde al valor del sustrato correspondiente al # de células del inicio de la
fase estacionaria

t,: Tiempo de retencion en un reactor batch

ty: Tiempo final

t,: Tiempo inicial

T: Temperatura

AT: Diferencial de temperatura

t: tiempo

u: velocidad especifica de crecimiento

Umax: Velocidad especifica maxima de crecimiento
vvm: Volumen de aire por volumen de medio por minuto.
V: Volumen

Va: Volumen del recipiente

Vd: Volumen desplazado

W: Ancho de las paletas del impulsor.

xo. Concentracion de células viables a tiempo cero
x: Biomasa

X;: Biomasa final

X,: Biomasa inicial

Y,/s: Factor de rendimiento de sustrato en producto
Y,s: Rendimiento de biomasa.

A: Entalpia
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GLOSARIO

BIOMASA: materia viva que representa conjuntos de organismos benéficos para
uso potencial en la industria.

CINETICA MICROBIANA: es el seguimiento al comportamiento de un
microorganismo en cuanto como crece, muere o produce una sustancia, en un
medio que puede ser especificado o0 no, y del cual se pueden obtener parametros
como el tiempo de duplicacion, la velocidad maxima de crecimiento, o el rendimiento
de biomasa/sustrato; entre otros.

CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANA ESTANDAR: es el seguimiento al
comportamiento de un microorganismo en cuanto como crece y muere, en un medio
de cultivo especificado y con condiciones de crecimiento determinadas para obtener
pardmetros como el tiempo de duplicacion, la velocidad maxima de crecimiento, o
el rendimiento de biomasa/sustrato; entre otros.

COALESCENCIA: capacidad de las burbujas de aire de menor tamafo de unirse
para formar burbujas de mayor tamafio, mientras atraviesan el fluido acuoso.

CRECIMIENTO DIAUXICO: sucede cuando se encuentran medios con multiples
fuentes de carbono, una vez agotado el sustrato, la célula adapta sus “rutas
metabdlicas” catalizadas por enzimas, a la siguiente fuente de carbono y después
de un nuevo periodo de adaptacion, se reinicia el crecimiento.

EXOPOLISACARIDOS: son moléculas que pertenecen al grupo de los gltcidos y
tienen como funcién ser reserva energética o como unidad estructural, estos pueden
ser excretados por la membrana de una célula o ser liberados al momento de la lisis
de la misma.

MEDIO DE CULTIVO: es una mezcla de sustancias que puede ser solida (agares
para cultivo), o liquida (caldos de cultivo), para el crecimiento de un organismo como
bacterias, hongos, células animales, o vegetales. Estos pueden ser formulados,
donde se conocen todos los componentes del medio; como pueden ser complejos,
donde no se puede determinar todos los componentes del medio.

PRODUCTIVIDAD: produccion de biomasa por unidad de volumen. (g/L)

REACTOR TIPO BANCO: tamafio de reactor de uso para laboratorio, donde el
volumen maximo para esta denominacion se considera de 10 L de volumen total.

VVM: volumenes de aire por volumen de liquidos por minuto, esta unidad se utiliza

para propagaciones en biorreactores. La primera 'v' representa el volumen de aire
(por ejemplo, litro); la segunda 'v' representa por unidad de medio (por ejemplo,
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litro); 'm’ significa por unidad de tiempo (por ejemplo, minuto). Por ejemplo, 1 vvm (|
/ I/ m) significa que en 1 minuto hay 1 litro de aire que pasa a través de 1 litro de
medio.
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RESUMEN

Para la elaboracion de un biofertilizante fijador de nitrégeno, a partir de la cepa
Azotobacter chroococcum, es necesario emplear bajo sistemas de biotecnologia, la
formacion de biomasa. El microorganismo mencionado anteriormente, corresponde al
principio activo de Azobac, bioproducto elaborado por Fundases, empresa colombiana
la cual esta orientada a la produccion y desarrollo de bioinsumos, donde actualmente,
parten de un mejoramiento continuo, planteando desde sus inicios un proceso de
escalado desde sus primeras fases a nivel laboratorio hasta la produccion en planta
donde se viene trabajando en el mejoramiento constante de estos para la produccion
en serie de bioinsumos. Se hace necesario un disefio conceptual de un biorreactor a
escala banco de volumen 7 L, con volumen efectivo de propagacion de 5L que permita
mantener los factores necesarios para que se alcance una concentracion de biomasa
que cumpla con la NTC 5842:2018 - Norma técnica colombiana para Bioinsumos de
uso agricola e Inoculantes Bioldgicos. - A partir de esta propuesta, se realizé una
investigacion con Azotobacter chroococcum, en la cual, en su primera instancia, se
realizaron pruebas preliminares y un acercamiento con la cepa, para definir la mejor
configuracion que garantizé una mayor produccion de biomasa, evaluados entre los
factores fuentes de carbono y modo de agitacion, bajo los macro y micronutrientes que
componen el caldo Ashby. Los resultados de estas pruebas fueron evaluados bajo un
analisis de varianza de dos factores y cuya configuracidon manifesté mayor produccion
de biomasa dio lugar al punto de partida para realizar una experimentacion la cual
consistié en realizar el seguimiento de la cinética del microorganismo mediante un
medio definido con caldo Ashby-sacarosa. El ensayo se realizé por duplicado, a
condiciones de aireacion de lvvm y temperatura constante a 30°C durante 48h,
ademas, se realizé una segunda cinética, bajo condiciones de produccion, con el medio
industrial cuya fuente de carbono es manitol. Como resultado de las cinéticas, se
determiné una velocidad especifica de crecimiento de Azotobacter chroococcum
mediante fuente de carbono sacarosa y manitol, de 0.202 h! y 0.228 h'
respectivamente, y un tiempo de duplicacién de 4.43 h y 3.038 h respectivamente. A
partir de estos resultados cinéticos, se dio paso a realizar especificaciones técnicas del
biorreactor de volumen total 7 L y de volumen efectivo de 5 L. Con la cinética obtenida,
se identificaron ciertas caracteristicas las cuales fueron implicitas en el disefio del
biorreactor, como las estructuras intercambiables, entre estas el sistema de agitacion
mecanico con turbina tipo Rushton de paletas planas, disposicién de deflectores que
eviten la generacién de vortices. Demas de los sistemas de monitoreo de las variables
y sensores los cuales realicen un seguimiento mas acorde a las caracteristicas del
comportamiento de la biomasa. Finalmente se realiz6 un analisis econdmico, donde se
describe con detalle el costo que tiene cada pieza que hace parte de este biorreactor,
como también la materia prima y servicios publicos que se consumen durante la
propagacion en el tiempo establecido.

Palabras clave: Azotobacter chroococcum, biorreactor, PGPR, curva de crecimiento,
propagacion de biomasa, disefio, variables de seguimiento.
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INTRODUCCION

El aumento de la poblaciébn genera un crecimiento de la demanda de productos
agricolas que se estima que para el 2050 ascendera al 70% de lo que es hoy dia la
poblacion humana, estimando una poblacién mundial de 9 billones de personas para
ese afol!, segun las Naciones Unidas. En un mundo donde se necesita tener un
aumento considerable de las actividades agricolas, para suplir las necesidades
alimenticias, Colombia tiene mucha tierra apta y disponible para este uso.?, aunque el
aprovechamiento de su tierra es menos del 2% del total de la tierra disponible, lo que
representaria para Colombia una oportunidad para consolidarse como potencia
agricola.

La calidad nutricional del suelo es un factor de impacto para los procesos existentes en
la produccién alimentaria, ya que determina el rendimiento de cultivo en especial para
mejorar la calidad nutricional del suelo y la productividad de los cultivos.

En la historia de la industria agricola siempre han predominado los fertilizantes quimicos
gue han hecho y contintan haciendo uso de agentes quimicos como el amoniaco. Este
es uno de tantos agentes usados que ofrecen una respuesta pronta pero dicha
productividad no se sostiene por mucho tiempo; dejan una incidencia en el impacto
ambiental como a largo plazo se ven las secuelas de su uso, como la reduccion del pH,
lo cual deja el suelo totalmente arido, afecta la microbiota ademas de no aportar
elementos nutricionales a las plantas. Esto causa pérdidas de productividad de suelos
y dafios serios al medio ambiente. El exceso de fertilizantes quimicos, al no ser
absorbidos por las plantas, terminan diluyéndose en el suelo, hasta llegar a acuiferos,
ocasionando contaminacion, algunas veces irreversible.3

Los biofertilizantes se han popularizado recientemente, dado que aportan un dinamismo
biolégico, haciendo uso de microorganismos benéficos para el suelo y las plantas, pues
hacen del suelo un ecosistema vivo, dindmico y le hacen capaz de retener sus
nutrientes, gracias a la diversidad de la microbiota presente, donde esta transforma los
nutrientes a la disposicion de las plantas.*

Se busca la aplicacion de biofertilizantes como una iniciativa biotecnoldgica, dado que
el mercado de los biofertilizantes a nivel mundial tiene un estimado al 2018 de U$10,2

LUNITED NATIONS. Revision of World Population Prospects. [Sitio web]. USA. [Consultado: 7 abril
de 2019]. 2019 Disponible en: https://population.un.org/wpp/

2 AGENCIA EFE. La apuesta para convertir a Colombia en una de las despensas del mundo. [Sitio
web]. Colombia. [Cosultado: 7 noviembre de 2019] Publicado en junio 8 de 2019. Disponible en:
https://lwww.portafolio.co/economia/la-apuesta-para-convertir-a-colombia-en-una-de-las-despensas-
del-mundo-530405

8 CAMELO RUSINQUE, Mauricio. Desarrollo tecnolégico de un biofertilizante con base en la
bacteria diazotréfica Azotobacter chroococcum. Tesis de Maestria. Universidad Militar Nueva
Granada. 2010. p 11.

4 CANO, Mario Alejandro. Interaccion de microorganismos benéficos en plantas: Micorrizas,
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. una revision. 2011. UDCA. Pg 15-16
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bn y tasas de crecimiento del 14,07 % ademas de ofrecer importantes beneficios al
medio ambiente®

FUNDASES es una empresa colombiana productora de bioinsumos cuyo principio
activo son los microorganismos aplicados a los suelos, entre sus productos manejan
biofertilizantes y acondicionadores de suelo.® Dentro de estos productos, se encuentra
Azobac cuyo principio activo es Azotobacter chroococcum.

Para la produccion de estos bioinsumos, se presentan las siguientes fases como la
produccion de biomasa, la formulacion del producto y la longevidad. En este proyecto
se desarrollo la fase inicial durante el proceso de produccién de un bioinsumos: la
produccion de Biomasa.

Azotobacter chroococcum es una bacteria la cual actia como una bacteria promotora
de crecimiento vegetal ya que segrega fitohormonas durante su metabolismo, siendo
de caracter PGPR, entre sus otras funciones, fija nitrdgeno dado que sintetiza la enzima
Nitrogenasa y funciona muy bien como acondicionadora del suelo.

Esta propuesta surge por la necesidad de llevar un proceso totalmente controlado en la
elaboracion de bioinsumos por parte de la empresa FUNDASES, pues desde las
primeras fases de sus bioprocesos, necesitan realizar el escalado de manera mas
controlada para la produccién en serie de estos (Bioinsumos).

El disefio se realiz6 basado en los parametros cinéticos de la cepa los cuales fueron
obtenidos mediante propagaciones a escala laboratorio. Se tomaron las condiciones de
proceso que actualmente se usan en esta empresa para aproximar la propagacion de
biomasa en un proceso similar al industrial. Para la representacion del disefio, se utilizo
el programa SolidEdge, donde de manera grafica se demuestran todas las
configuraciones que cumpla con las necesidades de la cepa para finalmente plantear
una propuesta de mejoramiento en la elaboracién de un bioinsumo para que sea usado
con seguridad en los suelos agricolas.

5 DEPARTAMENTO NACIONAL DE PLANEACION (DNP). Crecimiento verde. [Sitio web]. Colombia.
[Consultado: 7 de noviembre 2019] Publicado en junio 8 de 2019. Disponible en:
https://www.dnp.gov.co/Crecimiento-Verde/Documents/ejes-
tematicos/Bioeconomia/Informe%202/ANEX0%201_An%C3%Allisis%20sector%20agr¥eC3%ADc
ola.pdf

6 FUNDASES. Home. [Sitio web]. Colombia. [Consultado: 7 de noviembre 2019] Disponible en:
Fundases.net
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Disefiar conceptualmente un biorreactor a escala banco para un proceso de
propagacion de biomasa de la bacteria Azotobacter chroococcum, destinada a la
elaboracion de inoculantes biologicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar parametros cinéticos de Azotobacter chroococcum a partir de datos
experimentales

e Establecer los parametros de disefio de biorreactor a escala banco.

e Realizar el analisis de costos al disefio de biorreactor propuesto y de la
produccion de un lote de bioinsumo basado en Azotobacter chroococcum
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1. MARCO TEORICO

A continuacion, en este capitulo se hablaran de las condiciones y factores de
crecimiento importantes en la propagacion de biomasa microbiana, también un
acercamiento en cuanto al disefio de biorreactores, las configuraciones que
satisfacen las necesidades de Azotobacter chroococcum y factores a tener en
cuenta a la hora del disefio de este.

1.1GENERALIDADES DE INOCULANTES BIOLOGICOS

Para el desarrollo de una produccién agricola sostenible es necesario promover el
uso de bioinsumos y reducir las aplicaciones de fertilizantes derivados de productos
quimicos’ donde el exceso de estos repercute negativamente en el medio ambiente,
especies animales y humanos pueden correr riesgo al estar expuestos bajo trazas
de residuos quimicos en tejidos de vegetales mediante el consumo de estos
productos.

Se conoce como inoculante biolégico una formulaciébn de microorganismos
benéficos, los cuales son producidos principalmente a partir de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal®, aumentan la disponibilidad de nutrientes por
su actividad biolégica y ayudan a mejorar la salud del suelo®, los fertilizantes
microbiolégicos son una parte importante de las practicas agricolas sostenibles y
eco sostenibles con el medio ambiente'©,

Segun el Instituto Colombiano Agropecuario ICA, bajo la resoluciéon ICA 00698, los
inoculantes bioldgicos se pueden clasificar como lo esta descrito en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de los inoculantes bioldgicos.

Microorganismos Descripcién
Simbidticas Capaces de establecer simbiosis efectiva con plantas
Fijadores de N2 leguminosas hospederas para fijar nitrégeno.

Microorganismos de vida libre, capaces de fijar nitrégeno

Asimbibticos .
atmosférico.

7 ROMERO PERDOMO, Felipe., et al.Azotobacter chroococcum as a potentially useful bacterial biofertilizer for
cotton (Gossypium hirsutum): Effect in reducing N fertilization, Revista Argentina de Microbiologia.2017, Vol 49,
No 4. 378 p.

8 ZAMBRANO, Corina., BONILLA, Ruth. Rebeca. Industria de Bioinsumos de uso agricola en en Colombia,
Revista. U.D.C.A Act. & div. Cient. 2015. 59 p.

9MOSA, Wallid Fediala., et al. Microbial products and biofertilizers in Improving growth and productivity of Apple-
A review. Polish Journal of Microbiology. 2016. Vol. 64, No 3. 243 p.

10 RAMAZAN C, FAIK K, FARUK A. Mineral nutrition of plant. Principles and perspective. J plant nut. 1999. pp
437-442. Citado por RAJA G . Efficacy of Biofertilizers on Changes in Morphological , Physiological and
Biochemical Parameters in Jatropha curcas L 2015. p7.
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Cuadro 1. (Continuacion)
Microorganismos Descripcién

Solubilizadores de fosfatos solubilizan formas no disponibles de fésforo.

sintetizan sustancias que estimulan o favorecen el

Promotores del crecimiento vegetal -
crecimiento de la planta.

aceleran el compostaje y demas procesos de

Transformadores de materia organica . Pt i
transformacion orgénica para la produccion de abonos

Fuente: elaboraciébn propia, basada en la informacion del INSTITUTO
COLOMBIANO AGROPECUARIO (ICA). Requisitos para el registro de
departamentos técnicos de ensayos de eficacia, productores e importadores de
bioinsumos de uso agricola. Resolucién ICA 00698, 2011. P3-4.

1.2 GENERALIDAD DE LOS BIOPROCESOS

Los bioprocesos consisten en biotransformaciones para desarrollar productos a
partir de células viables o sus componentes como proteinas de caracter enzimatico
0 metabolitos, ya sea de bacterias, hongos, vegetales o animales. Este involucra la
transformacién del sustrato determinado, mediante las enzimas que dichas células
son capaces de sintetizar, generando cambios fisicos o quimicos de la materia.

Mediante los bioprocesos, se pueden obtener productos comerciales que son eco
sostenibles, para la sustitucion progresiva de productos derivados del petréleo que
constituyen agentes contaminantes de alimentos y fuentes hidricas 1?

1.3 GENERALIDADES DE Azotobacter chroococcum

Azotobacter chroococcum es una especie de bacterias rizosféricas utilizada en los
cultivos bacterias fijadoras de nitrdgeno, (nitrégeno asimilable para las plantas)
llamadas también diazotréfica y son productoras de fitohormonas, para la promocién
del crecimiento vegetal 12, las cuales corresponden al grupo de bacterias PGPR,
Por sus siglas en inglés, Plant growth-promoting rhizobacteria, Rizobacteria, en
espafiol Bacterias promotoras del crecimiento de las plantas, es un término traido
por los fitopatélogos Kloepper y Schroth 12 definiéndolas como bacterias que

11 KENNES, Christian. Bioconversion processes. Chemical Engineering Laboratory. CICA. Espafia.

2010 p1.

12GONZALES RODRIGUEZ, Raysa M. et al. Seleccién de cepas de Azotobacter chroococcum para
su aplicacion en la aclimatizacion de plantas in vitro de pifia cv. “Cayena lisa'
https://revista.ibp.co.cu/index.php/BV/article/view/169/902

BBKLOEPPER J.W y SCHROTH M.N. Relationship of in vitro Antibiosis of Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria to Plant Growth and the displacement of root microflora. University of California,
Berkely. 1022 p.
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colonizan las raices de las plantas que favorecen y promueven su crecimiento.'*
Ademas es degradadora de compuestos téxicos'®, Martinus Beijenrinck (1851-
1931), aislo por primera vez Azotobacter, fijadora de N2 mediante una estrategia de
enriquecimiento clasica 6.

Azotobacter chroococcum esta clasificada taxondmicamente como lo descrito en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Taxonomia de Azotobacter chroococcum

Dominio Bacteria
Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammproteobacteria
Orden Pseudomonas
Familia Pseudomonadaceae/Azotobaceriaceae
Género Azotobacter

Fuente: elaboracién propia, basada en informacién de WANI, Sartaj A. Azotobacter
chroococcum — A Potential Biofertilizer in Agriculture: An Overview 2016. pp 335

Son aerobias de vida libre, cuyas morfologias corresponden a: células cocobacilos,
levaduriformes, de tamafio que oscila entre 1,0-2,5u de didametro. Son bacterias
Gram negativas (Componen de una pared celular compleja que consiste en una
membrana externa y una capa interna de peptidoglicano que contiene acido
muramico y mureinal’), de respiracién aerobia, capaces de fijar N2'8 (fijan al menos
10 mg de N2 por gramo de carbohidrato, glucosa consumido) de forma no
simbiética'®.

Puede llegar a crear estructuras de resistencia denominadas quistes, son
resistentes a la desecacion. Difieren de las enddsporas, debido a que no son
resistentes al calor y no estan completamente latentes, ya que si se les suministra
una fuente de carbono podria oxidarla rapidamente. A continuacion, la
representacion morfolégica en la figura 1, tanto de manera macroscoépica (siembra

14 BORDA MOLINA, Daniel, et al.Produccion de un biofertilizante a partir de un aislamiento de Azotobacter
nigricans obtenido en un cultivo de Stevia rebaudiana Bert. Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA).
Pontificia Universidad Javeriana. 2009. p 3.

15SCASTILLO J. Evaluacién de la degradacién del endosulfan por Azotobacter chroococcum y determinacion del
efecto plaguicida sobre la fijacion biolégica de nitrégeno y sobre la produccion de auxinas. Colombia:
Bogotd; 2005. p. 121

18MADIGAN, Michael T. et. al. Brock, Biologia de los microorganismos. 2009.PEARSON EDUCACION, S.A.,
2009. 722 p. ISBN: 978-84-7829-097-0

17 BIOCULTIVOS S.A. Ficha técnica cepa Azotobacter chroococcum. [en linea]. (No hay fecha disponible).
[Consultado: 17 septiembre 2018]. Disponible en:
http://www.biocultivos.com.co/dctos/Ficha+Técnica+Azotobacter+Chroococcum.pdf

18 MADIGAN, Michael T. Brock, op cit. 495 p.

19 BIOCULTIVOS S.A. Op. Cit., p. 3.
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en placa de agar nutritivo) y la morfologia microscopica, donde se evidencia la
formacién de quistes.

Figura 1. a) Cultivo de Azotobacter chroococcum en agar nutritivo (b) frotis de
Azotobacter chroococcum observado al microscopio con presencia de quistes,
estructuras de resistencia. Morfologia de las bacterias, con estructuras de
resistencia "quistes”

Quistes

a) o

Fuente: elaboracion propia, con base en PLANET BIOTECH. [Sitio web]. India.
[Consultado: 17 septiembre 2018]. Disponible en linea
[https://www.indiamart.com/proddetail/azotobacter-chroococcum-8655361197.html]

Para la identificacibn macroscopica, dependiendo el medio de cultivo donde esté
sembrada la cepa, puede variar la tonalidad, color y textura de las colonias, dado
los requerimientos nutricionales que el medio le proporcione.

Cuadro 3. Resumen morfologia macroscépica de Azotobacter chroococcum.
Macroscépico
Colonias medianas convexas con borde circular

Medio No Selectivo Agar Nutritivo

color crema
Colonias pequefnas convexas Con borde circular
Agar Ashby peq
Medio Selecti transparentes
edio Selectivo Colonias grandes, cremosas y de consistencia
Agar LG
mucosa.

Fuente: elaboracion propia basada en informacion de PLANET BIOTECH. [Sitio
web]. India. [Consultado: 17 septiembre 2018]. Disponible en linea
[https://www.indiamart.com/proddetail/azotobacter-chroococcum-8655361197.html]

Para la identificacion de morfologia microscépica, se realiza mediante tincion de
Gram?°, ademas que permite definir la clasificacion de bacteria segln su tipo de
pared celular.

20 GRAM, Christian. The differential staining of Schizomycetes in tissue sections and in dried
preparations. Fortschritte der Medizin. 1884. 2, p. 185-9.
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Cuadro 4. Resumen morfologia microscopica de Azotobacter chroococcum.
Microscopico

Morfologia Bacteria Cocobacilos, levaduriformes
Tincién de Gram Fucsias, caracteristicas de bacilos Gram negativos
Organizacion Individual, pares, cadenas en arreglos irregulares (Cadenas de

tamafio variable).

Fuente: elaboraciéon propia basada en informacion de VALDERRAMA AGUIRRE
Lina, C. Evaluacion de cepas nativas de Azotobacter spp como agente reductor de
urea en el cultivo de cafia de azucar (Saccharum spp). Trabajo de Maestria. Cali,
Valle del Cauca. Universidad del Valle. Facultad de Ingenierias. 2013. 41 p.

Ademas, de los nutrientes que componen cada medio de cultivo, se deben tener en
cuenta factores fisicoquimicos que influyen en el crecimiento para produccion de
biomasa, como se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Factores que influyen en el desarrollo del cultivo Azotobacter
chroococcum

Factores que influyen en su crecimiento
Manejada en un amplio rango de pH entre 4,8 — 8,5. Pero su
pH crecimiento 6ptimo esta entre pH ideal de 7-7,5. 2!

Temperatura 6ptimade  Debe manejarse en un rango de temperatura entre 28°C- 32°C.
crecimiento
Debe mantener requerimientos basicos de oxigeno del
microorganismo dado que es un impacto considerable en el
Oxigeno disuelto crecimiento bacteriano. Si hay una concentracion alta de oxigeno,
se forma una cépsula de alginato, cuyo contenido es elevado en
acido glucurénico.

Para produccion de biomasa, industrialmente son usados

Modo de operacion Bioprocesos en produccion Batch y semi-Batch. 22

Fuente: elaboracién propia basada en informacion de PLANET BIOTECH. [Sitio
web]. India. [Consultado: 17 septiembre 2018]. Disponible en linea
[https://www.indiamart.com/proddetail/azotobacter-chroococcum-8655361197.html]
y OROS, Damir. et al.Cultivation of the bacterium Azotobacter chroococcum for
preparation of biofertilizers. African Journal of Biotechnology. 2011. Vol 10. No 16.

pp 4.

En cuanto al consumo de fuentes de carbono, ROBSON, Robert. et al. 23, expresa
que Azotobacter chroococcum tiene actividades metabdlicas codificadas en su

21 BIOCULTIVOS S.A. Op. Cit., p. 3.

22 OROS, Damir. et al.Cultivation of the bacterium Azotobacter chroococcum for preparation of
biofertilizers. African Journal of Biotechnology. 2011. Vol 10. No 16. pp 4.

23 ROBSON, Robert. et al. Azotobacter Genomes: The Genome of Azotobacter chroococcum
NCIMB 8003 (ATCC 4412) . lllinois Institute of Technology, PLOS ONE. 2015. p 8.
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cromosoma, como la obtencion de carbono a partir de diferentes fuentes como lo
son mono, diy trisacaridos, un disacarido como ejemplo esta la sacarosa, un dimero
compuesto por glucosa y fructosa, azUcares de alcoholes primarios y secundarios,
ejemplo de estos son el manitol y el sorbitol, cadenas cortas de &cidos organicos, y
cadenas medias de acidos grasos.

Figura 2. Férmula quimica de la sacarosa, C12H2201..

CH,OH

0 HOCH, ~©O
OH ’< | H$>|
HO o) CH,OH
OH OH

Fuente: BOUIS, Paul A. Reagent Chemicals;Specifications and Procedures for
Reagents and Standard Grade Reference Materials. 2015. 11th Edition. Sucrose.
Oxford University Press. pp 689.

Figura 3. Formula quimica del manitol, HOCH2(CHOH)4sCH20OH

CH,OH
HO—C—H
HO—(I‘.—H
H—(II—OH
H—-——é—OH
LH,0H

Fuente: BOUIS, Paul A. Reagent Chemicals;Specifications and Procedures for
Reagents and Standard Grade Reference Materials. 2015. 11th Edition. Sucrose.
Oxford University Press. pp 689.

RAJA G?*. determina que la fijacion biolégica de nitrégeno es esencial para la vida,
dado que la disponibilidad de nitrdgeno es importante en el proceso de sintesis de
acidos nucleicos, metaféricamente comparados como los bloques de construccion
basicos de la vida como por ejemplo los nucledtidos del ADN y RNA, aminoacidos
y proteinas.

24 RAJA G . Efficacy of Biofertilizers on Changes in Morphological , Physiological and Biochemical
Parameters in Jatropha curcas L. Trabajo de doctorado. Tamil Nadu, India. Universidad
Bharathidasan. Departamento de ciencia de las plantas . 2012. p9.
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Ademas, BARTON. L?®> describe que la fijacion biol6gica de nitrégeno (FBN) es
encontrada solo en procariotas, caracteristica de bacterias heterotroficas aerobias
del suelo como Azotobacter. La reaccion general de fijacion de nitrégeno esta dada
como lo describe la figura 4.

Figura 4. Azotobacter sp. en la fijacién de nitrégeno

N, +8e~ +8H" - 2NH," + H,

16 ATP 16 ADP + 16PF;

Fuente: elaboracion propia, con base en MADIGAN, Michael T., 2009. [Sitio web].
USA. [Consultado: 17 septiembre 2018]. Imagen disponible en linea
[https://biofertilizer.com/azotobacter.htm]

Describiendo la reaccion presente en la figura 4, la fijacién de nitrégeno o en otros
términos reduccion de N2 a NH4+, consume 8 e-. donde se requiere un consumo
minimo de 16 ATP para fijar una molécula de N2 atmosférico.

Para la generacion de ATP debido a sus caracteristicas aerobias los
microrganismos quieren una concentracion minima de Oz, ademés de una fuente
de carbono ya sean mono, di, polisacaridos, acidos organicos y fuentes de
nitrégeno que son obtenidas del N2 atmosférico, nitrato, sales de amonio y ciertos
aminoacidos.?®

SETHI, Santosh Kumar y ADHIKARY, Siba Prasad 2/, relacionan la necesidad de
requerimiento de molibdeno para fijar nitrbgeno que puede ser parcialmente
reemplazado por vanadio. Si la bacteria se encuentra en un medio donde solo este
el molibdeno presente, le permite a la bacteria sintetizar la enzima encargada de la
fijacion del nitrogeno, denominada Nitrogenasa —I, si solo cuenta en el medio con

25 BARTON. L. L. Structural and Functional Ralationships in Prokaryotes.2005. 820 p. citado por
CAMELO RUSINQUE, Mauricio. Desarrollo tecnolégico de un biofertilizante con base en la
bacteria diazotréfica Azotobacter chroococcum. Tesis de Maestria. Universidad Militar Nueva
Granada. 2010. p 11.

26 RAJA G. Op. cit., p. 9.

27 SETHI, Santosh Kumar., ADHIKARY, Siba Prasad. Azotobacter: A Plant Growth-promoting
Rhizobacteria Used as Biofertilizer. Global Science Books. 2011. p 69.

32


https://biofertilizer.com/azotobacter.htm

vanadio, le permitira sintetizar la enzima Nitrogenasa —Il, y si el molibdeno y el
vanadio se encuentran presentes, se sintetizara la enzima Nitrogenasa —lII.

La enzima Nitrogenasa, siendo de caracter catalitico, es la encargada de realizar la
fijacion bioldgica de N2 atmosférico. Aunque esta enzima es sensible al Oz, hace
que sea facilmente degradable bajo las altas demandas de Oz que tiene Azotobacter
(bacteria aerobia) 28, MOSHIRI F, et al, ?° refieren que para proteger esta enzima,
la bacteria crea condiciones parciales de baja presion al interior de la célula,
mediante una capsula mucosa compuesta por alginato, con un alto contenido de
acido guluroénico relativamente alto en la superficie celular la cual lo rodea y
contribuye a proteger tal enzima de la inactivacion oxidativa por una combinacién
de compartimientos y complejos mecanismos bioquimicos entre los que se
encuentra, la proteccién conformacional o swithing off.

Por lo tanto, durante el cultivo de Azotobacter chroococcum a una mayor
concentracion de oxigeno, se forma mas &cido L-gulurénico en el alginato,
provocando geles densos como consecuencia, se vera un aumento en la viscosidad
del caldo. Para reducir la posibilidad de estrés oxidativo y favorecer la propagacion
celular, en condiciones de aireacion se regula el nivel de oxigeno en el proceso de
fermentacién mediante el control del nivel de saturacion de aire parciales de oxigeno
(pO2) aproximadamente en 30% de saturacion de aire mediante el control de la
velocidad del agitador y la velocidad de flujo de aire®°.

1.4 REACTORES BIOLOGICOS EN PRODUCCION INDUSTRIAL

A nivel industrial los biorreactores usualmente son tanques cilindricos que pueden
ser agitados o sin agitacion, también pueden contar con sistema de aireacion o no,
agregado a esto tiene altas condiciones de inocuidad puesto que las cepas que se
trabajan tienden a ser aisladas y se busca evitar a todo costo la contaminacion de
las mismas. Los biorreactores normalmente se encuentran configurados para
permitir las mejores condiciones operacionales de crecimiento de los
microrganismos por esta razén tienden a estar equipados con sistemas que puedan
controlar temperatura, pH y el oxigeno disuelto en la mezcla. Usualmente son
reactores del tipo Batch, pero a nivel industrial se pueden encontrar casos

8 OROZCO P. Francisco Hernando. La biologia del Nitrégeno. Conceptos basicos sobre sus
transformaciones bioldgicas. 1999. Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. ISBN: 958-
9352-11-1.

29 MOSHIRI F, et al. The FeSlI protein of Azotobacter vinelandii is not essential for aerobic nitrogen
fixation, but confers significant protection to oxygen-mediated inactivation of nitrogenase in vitro an
in vivo. Molecular Microbiology. Vol 14 pp 101-11. Citado por JIMENEZ AVELLA, Diego Javier.
Caracterizacion molecular de cepas nativas colombianas de Azotobacter spp.mediante el andlisis
de restriccion del DNA ribosomal 16s. p 21.

300ROS, Damir et al.. Op. Cit., p. 5.
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especificos en los que existen reactores CSTR utilizados como biorreactores.3!
Como se representa en el cuadro 6.

Cabe resaltar que la agitacion prevalece la transferencia de masa, para que los
microorganismos presentes puedan tener un acceso a los macro y micronutrientes
presentes en el medio®?, ademas, esta condicion de operacion afecta los costos del
proceso.

Incluido a esto, se deben prevalecer los sistemas de control debido a que las
condiciones de los biorreactores deben ser constantes y especificas para cada
cepa, un biorreactor debe contar con un control de temperatura, para mantener
estables las variables de un bioproceso, entre las que méas destacan: pH, oxigeno
disuelto y agitacion, los cuales estaran contextualizados en el cuadro 733 .

31 DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN:
8420008532. p 350.

32 DALTON H, POSTGATE JR. Effect of oxygen on the growth of Azotobacter chroococcum in batch
and continuous culture. Gran Bretafia. 1968. J Gen Microbiol 54: P 465

33SCRAGG, Alan. Biotecnologia para Ingenieros : Sistemas bioldgicos en procesos tecnolégicos.
Limusa, Mexico 1997. ISBN: 9789681847081. p 197
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Cuadro 6. Tabla comparativa de tipos de biorreactores

Tipo de reactor Caracteristica Figura
Los biorreactores sin agitacion y sin aireacion son f:;_
Reactores no utilizados para microrganismos anaerobios, o0 7
agitados, sin aerobios facultativos, principalmente en procesos de w 2,
aireacién fermentacion, son generalmente de construccion mas I
simples. 3

Los biorreactores sin agitacion mecanica con

aireacion o también llamados biorreactores de 0
columna de burbujas cuentan con sistemas de

burbujeo en la parte mas baja del tanque, este

sistema permite que las burbujas asciendan por todo r—\
el tanque transfiriendo oxigeno a la mezcla para de kN

esta manera poder cumplir con la demanda biolégica

Reactores sin de oxigeno de los microorganismos, asi mismo ayuda

mei%rg?ggor::on a mantener el tanque parcialmente homogenizado
; para evitar la acumulacion de sustratos, productos o
aireacion.

biomasa en puntos especificos del reactor; este tipo

de reactores favorece a microorganismos que tienen

baja resistencia al cizallamiento pues las fuerzas de

corte que experimentan son menores, agregado a e
esto, el reactor se utiliza dnicamente con >@<— A spply
microorganismos aerobios. Requiere menos energia s

que el sistema con agitacion mecénica. 3

Los reactores con agitacion mecénicay con aireacion,
disponen con un sistema de aspas que permite
mantener la mezcla homogénea y oxigenada pues el
movimiento de las aspas crean "micro burbujas" que
Reactores con permiten aumentar el oxigeno disuelto, por esta razén
agitacion mecanica este tipo de reactores se usa Unicamente con
y con aireacion microorganismos aerobios y con cierta resistencia al
cizallamiento puesto que el continuo movimiento
puede romper la membrana de los microorganismos,
0 en el caso de hongos filamentosos impide el
crecimiento de las estructuras que forman.3¢

Fuente. elaboracién propia. Imdgenes obtenidas de DORAN, Pauline. Principios de
ingenieria de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 352.

34 DORAN, Pauline., Op Cit. p 352
35 |bid., p. 353
36 |bid., p. 355
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Cuadro 7. Variables de control para un bioproceso.

Variable Descripcién Figura

El control de temperatura de los biorreactores al igual
que los reactores de la industria quimica, se hace A
mediante sensores internos, los cuales manifiestan
sefiales que se manifiesten en el tanque, mediante un coan
transductor que permita traducir las sefiales y
Temperatura mediante un lazo de control, evaluar si este requiere
agregar o retirar calor, esto se realiza mediante k
intercambiadores de calor como un serpentin interno
gue permita mantener una temperatura en tanques
gue no cuenten con agitacién, o un enchaquetamiento
del reactor en los que si cuentan con agitacion3’

Algunos microorganismos requieren de niveles de pH
muy especificos para evitar una posible inhibicién del
crecimiento, por esta razon el control de pH se hace
indispensable en algunos casos, este se realiza
mediante un potenciémetro interno en el reactor que

pH determinara el nivel de pH, posterior a esto la
informacion es llevada un controlador que definira si
en necesario realizar algun cambio en el pH, este
cambio lo lleva acabo un dosificador que puede
agregar una solucién buffer, un &cido o una base para
asi modificar el pH. 38

El oxigeno disuelto en el caldo de cultivo debe ser
constante para asegurar la supervivencia de las
cepas, los sensores que miden el oxigeno disuelto y
conociendo esto se puede definir si es necesario
Oxigeno aumentar o disminuir el burbujeo, en caso de reactores
disuelto gue no cuenten con agitacidon, eso puesto que
normalmente los reactores que tienen agitacion tienen
como principio tomar el oxigeno presente en el 4
ambiente e integrarlo en la mezcla gracias al moviente
que estos producen ¥
Fuente: elaboracion propia. Imagenes obtenidas de DORAN, Pauline. Principios de
ingenieria de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 289;
ETATRON. Ficha técnica de bomba peristéltica, serie B. [en linea]. (No hay fecha
disponible). [Consultado: 29 julio 2019]. Disponible en:
www.etatron.es/etatron/media/blfa_filessMANUAL_BOMBAS_ PERISTA
LTICAS castellano.pdf y ENDRESS + HAUSSEN. Sensor analdgico de oxigeno
disuelto Oxymax COS41. [en linea]. (No hay fecha disponible). [Consultado: 29 julio
2019]. Disponible en: https://www.co.endress.com/es?locale=es

37 SCRAGG, Alan. Op. Cit, p 198.
38 |bid., p. 199
%9 |pid., p. 283
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1.5 CINETICA DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Segun T EGLL.4°, la cinética del crecimiento microbiano, se refiere a la velocidad a
la que el numero de células individuales (0, mas en general, de biomasa activa)
cambia en un sistema definido, En relacion a la multiplicacion y muerte celular.

El papel de la cinética del crecimiento se toma como una herramienta indispensable
no solo en los campos aplicados de la industria y la biotecnologia ambiental, dado
con el conocimiento de la cinética, se sabe el comportamiento del microorganismo
ya que de él depende el rendimiento del producto de interés, mediante el
entendimiento de las manifestaciones y reacciones de la vida microbiana, como
crecimiento, supervivencia, muerte, adaptaciones e interacciones con el medio
ambiente*. DUARTE TORRES* y DORAN, Pauline, representa las etapas
representativas de los cambios de biomasa y de su ambiente de la siguiente manera
representados en la figura 5, donde se pueden observar varias fases que
caracterizan el crecimiento microbiano en estado estacionario.

Figura 5. Representacion esquematica de la curva de crecimiento de un cultivo
Batch

Sraticnary
phase
a Dwecline k
phase L
- IDveanh

Girovanth phiase

In (viable cell concentration)

Acceleration phase
Lag phasc

Y

Tirmwe

Fuente: Modificacién por los autores, basado en informacién de DORAN, Pauline.
Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN:
8420008532. p 291.

El cuadro 8 a continuacion, corresponde a un resumen del crecimiento celular para
un batch.

40 T EGLI. Growth Kinetics, Bacterial. Swiss Federal Institute of Aquatic Science and Technology,
Dibendorf, Switzerland. 2009. 180p.

41 SEPPULVEDA TORRE,L y AGUILAR C.N. Cinética microbiana del cultivo de microorganismos
biofertilizantes. , Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autbnoma de Coahuila. México. P 343.
“2DUARTE TORRES, Alberto. Introduccion a la Ingenieria Bioquimica. Universidad Nacional de
Colombia, Departamento de Ingenieria Quimica. Instituto de Biotecnologia. 1995. 265 p.
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Cuadro 8. Fases del crecimiento celular en cultivo batch

Velocidad
Fase Descripcioén Células especifica de
crecimiento
las células se adaptan al nuevo
ambiente fisicoquimico, como lo es el , L
., ; # Células vivas= #
Adaptacion  caldo de cultivo donde esta se ; u=0
. . Células muertas
encuentra. No existe o existe muy
poco crecimiento
Comienza el crecimiento, donde la B} .
L ) # Células vivas= # L
Aceleracion  velocidad aumenta desde cero hasta . p < i max.
. Células muertas
un valor maximo.
Es aqui donde las células se
reproducen, en un medio sin . .
. ep ., . . # Células vivas> # .
Crecimiento limitacion de sustancias nutritivas, p W~ [ max.
L . Células muertas
alcanzando una maxima velocidad
compatible.
donde la velocidad de crecimiento se
ve disminuida al limitarse la , .
Deceleracion disponibilidad de sustancias # Células vivas> # < p max
po > Células muertas HSH :
nutritvas o a la formacion de
productos inhibidores
Se genera cuando se agota alguna . .
. . gene o 9 9 # Células vivas=#
Estacionaria sustancia nutritiva, cesa el ! n=0
o Células muertas
crecimiento
Las células pierden su viabilidad y se , .
; P . ; y # Células vivas<#
Muerte lisan, No hay registros metabdlicos u <0

de estas células.

Células muertas

Fuente: elaboracién propia basada en informacibn de DUARTE TORRES Y
DORAN, Pauline

1.5.1 Descripcion de parametros cinéticos

1.5.1.1 Velocidad especifica de crecimiento: Durante las fases de crecimiento y
desaceleracion, la velocidad de crecimiento celular 43 se describe por la ecuacion 1.

43 DORAN, Pauline. Opcit. 291.

38



Ecuacion 1. Velocidad de crecimiento celular

Ty = UX

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 291.

Donde:

r«: Es la velocidad volumétrica de produccion de biomasa con unidades ya sean Kg
m-3s?

u: velocidad especifica de crecimiento

x: Biomasa

Esta ecuacion de crecimiento celular puede considerarse como una reaccion
autocatalitica de primer orden. En sistemas cerrados, donde uUnicamente el
crecimiento celular es el que afecta la concentracion celular, se podria reescribir de
la siguiente manera la ecuacion 1.

Ecuacion 2. Velocidad de crecimiento celular diferencial
dx
e = E
Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 291.

Integrando la ecuacion 2 suponiendo que p es constante en las condiciones iniciales
X=Xo a t=0 para obtener: x = x,e#t

Tomando logaritmos neperianos se obtiene

Ecuacion 3. Relacion entre el crecimiento de biomasa y el tiempo de duplicacion

Inx =Inxy, + ut

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 291.

Donde:

u: velocidad especifica de crecimiento

Xo: Concentracion de células viables a tiempo cero

t: tiempo

1.5.1.2 Tiempo de duplicacion. Otra manera de expresar las velocidades de
crecimiento celular, se expresan generalmente en términos de tiempo de
duplicacion,* tq

44 DORAN, Pauline. Op Cit. p291.

39



Ecuacion 4. Tiempo de duplicacion

In2

u
Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 291.

tg =

1.5.1.3 Rendimiento de biomasa. El rendimiento celular se define a través del
concepto de nutriente limitante, donde se evallta en las unidades de sustrato
necesarios para la conversion de este en biomasa, definiendose a continuacion:

Ecuacion 5. Rendimiento de biomasa
AX _ Mt - MO

V.= — =
¥ T AS T Sy —S,

Fuente: SCRAGG, Alan. Biotecnologia Para Ingenieros, Sistemas biolégicos en
procesos tecnoldgicos. Ed. Limusa; México D.F., 2008. Pag. 203.

Donde:

M,: Corresponde al # de células del inicio de la fase estacionaria

M,: Biomasa inicial

S;: Corresponde al valor del sustrato correspondiente al # de células del inicio de la
fase estacionaria

S,: Cantidad inicial del sustrato en el medio

1.6 TECNICAS Y METODOS

1.6.1 Cuantificacion de células viables por recuento en placa. Técnica de
medicion utilizada en microbiologia para reportar el nimero de células viables o
conjunto de estas capaces de formar una colonia por unidad de volumen. Una
célula viable es capaz de reproducirse y generar descendencia,* para su debida
cuantificacion, se han desarrollado métodos de recuentos de estas mediante
medios sélidos los cuales manifiestan su crecimiento e identificacion macroscopica.

Para recuento de UFC se basé en la norma NTC 4092:2016 Microbiologia de
alimentos y productos para alimentacion animal. requisitos generales y directrices
para analisis microbiolégicos*¢, que el rango de conteo debe ser entre 30 -300
colonias por caja de Petri de 9mm de didmetro. Con valores superiores a 300
colonias se manifiesta como cajas muy cargadas de biomasa, donde las colonias

45 MADIGAN, Michael T. et. al. Op Cit. 168.

46 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Microbiologia de
alimentos y productos para alimentacion animal. requisitos generales y directrices para andlisis
microbiolégicos NTC 4092:2016. Bogota D.C. El instituto. 2018. 30 p.
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tienden a fusionarse y manifestar estimaciones erroneas.*’ Conteos inferiores a 30
colonias no poseen un estadistico significativo.

Para llevar a la dilucion del caldo madre, y cuantificarlo correctamente, se debe diluir
de modo 1: 10, donde 1 ml de caldo madre, pasara caldo de dilucion de 9mi
previamente estéril para completar 10 ml, y consecutivamente llevarse a las
diluciones seriadas desde 10! hasta 108.

1.6.2 Cuantificacion de sustrato

1.6.2.1 Técnica de hidrolisis de la sacarosa La hidrolisis acida consiste en el
rompimiento del enlace del dimero glucosa-fructosa incorporando una molécula de
agua en este enlace, en presencia de acido clorhidrico HCI y a temperatura de
ebullicibn 92°C. Esta reaccion catabdlica da origen a dos monosacaridos Glucosa y
fructosa, los cuales son azucares reductores, que son cuantificables por la técnica
colorimétrica DNS. Este proceso se denomina inversion de la sacarosa,*® descrita
en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6. Hidrdlisis de sacarosa.

| Sacarosa (C;,H,,011) + H,0 - Glucosa (C4H,,0,) + Fructosa (CoHy,0¢) |
Fuente: GODOY R. Método DNS para la determinacion de azucares reductores
totales en melaza, sustrato de fermentacion y vinos. Universidad Nacional de
Colombia 2002. p. 1-3. Citado por FAJARDO CASTILLO Erika Esperanza y
SARMIENTO FORERO Sandra Constanza. Evaluacion de melaza de cafia como
sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad
Javeriana. 2007 p. 111-112.

La glucosay la fructosa son monosacaridos con la misma formula molecular pero la
fructosa es un isémero de la glucosa, por lo tanto, habrd una variacion en la
estructura de esta.

47 Ibid. pp 169

48 GODOY R. Método DNS para la determinacién de azucares reductores totales en melaza, sustrato
de fermentacién y vinos. Universidad Nacional de Colombia 2002. p. 1-3. Citado por FAJARDO
CASTILLO Erika Esperanza'y SARMIENTO FORERO Sandra Constanza. Evaluacién de melaza de
cafia como sustrato para la produccién de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad
Javeriana. 2007 p. 111-112.
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Figura 6. Hidrdlisis acida de la sacarosa

CH
2°Ho CHOH CHMO CHOH
H H O_ H . H H © H
B H20 H %
OH H o/@ ? OoH H oM How
11/ CH.0H 1/ CHsOM
OH ; ! OoH
H OH CH M " oH OH M
SACAROSA Qucosa fructosa
[ao® = +6653° (o = +5270°  [a]o®= -92.40°

Fuente: TRIPLENLACE. Polarimetria Il: Constante de velocidad de la hidrolisis de
la sacarosa. Consultado el 14 de agosto de 2019. Disponible en:
https://triplenlace.com/2012/11/25/polarimetria-ii-aplicaciones-en-quimica/

1.6.2.2 Técnica del acido 3,5 - dinitrosalicilico (DNS). Técnica de
oxidorreduccion que se basa en la capacidad de los azucares reductores como la
sacarosa Yy la fructosa para reducir el acido 3,5-dinitrosalicilico a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico*® bajo condiciones especiales como lo son el efecto de la temperatura
a la que es tratada y el tiempo para la reaccion de reduccion. Es una técnica
colorimétrica, donde a mayores concentraciones de azucares reductores, viran a
una coloracion mas intensa, a medida que las concentraciones se vean diluidas o
menores, se reducira la coloracion esperada. Para llevar a una cuantificacion mas
precisa, se evidencia por medio de la lectura de la absorbancia en
espectrofotometro UV, a una longitud de onda de 540 nm, seguida la técnica de
MILLER.

1.7. COSTOS FIJOS

Segun ROJAS MEDINA®® son aquellos que permanecen constantes dentro de un
periodo determinado, sin importar si cambia el volumen de produccién. En el
contexto de la produccién de biomasa, estos incluyen todos los activos del
laboratorio, incluyendo servicios auxiliares para su correcta operacion.

1.7.1 Costos directos. SULLIVAN 5%, refiere a los costos directos como aquellos
gue pueden medirse en forma directa y razonable. Ademas de esto, tienen un efecto
directo en la realizacion de produccion de biomasa, donde son incluidos en
consideracion los materiales, la mano de obra, compra de equipos para monitoreo
COMO sensores pertenecientes para la instrumentacion, electricidad, entre otros.

49 MILLER, Gail Lorenz. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar.
Analitical Chemestry. 1959. Vol 31. No 3. 427 p.

50 ROJAS MEDINA, Ricardo Alfredo. Sistemas de costos: Un proceso para su implementacion.
2007. Universidad Nacional de Colombia. Sede Manizales. 11 p.

51 SULLIVAN, William G. Ingeniera economica de De Degarmo. 2004. Editorial Pearson. Edicion
12. p30
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1.7.2 Costos indirectos. Son aquellos los cuales intervienen en el proceso de
producciéon del producto final pero no es visto fisicamente en este, pero son
necesarias para lograr la produccion del producto final, Como por ejemplo gasto de
electricidad, agua entre otros servicios. °2

52 BOULANGER JIMENEZ, Francisco y ESPINOZA GUTIERREZ Carlos Luis. Costos industriales.
2007. Editorial tecnologica de Costa rica. ISBN: 9977-66-183-9. P 125
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2. DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS DE Azotobacter
chroococcum A PARTIR DE DATOS EXPERIMENTALES

En este capitulo, se dan a conocer los factores ligados al crecimiento de Azotobacter
chroococcum, para una produccion garantizada de biomasa, bajo la referencia de
la norma NTC 5842:2018 Norma técnica colombiana, Bioinsumos para uso agricola.
Inoculantes Bioldgicos. Requisitos.>® Ademas, se demuestra una descripcion del
crecimiento de Azotobacter chroococcum bajo dos medios de cultivos diferentes, el
primero cuya composicion es conocida, y el segundo Unicamente en conocimiento
de su fuente de carbono. Durante los ensayos preliminares, se definié el tipo de
fuente de carbono que mas producia biomasa, esto fue el punto de partida para la
elaboracion de la curva de crecimiento microbiano definida como Cinética estandar,
posterior a esta, se llevo el seguimiento de la cinética realizada bajo condiciones de
produccion, donde la formulacion del medio es de tipo industrial y su acceso a la
formulacién es nula. Con los resultados de las curvas de crecimientos, daran pautas
para conllevar los balances de materia, destinados para la elaboracién del disefio
del biorreactor a escala banco con volumen efectivo de 5L.

2.1 MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 la descripcion de los materiales como lo son los reactivos y equipos
utilizados durante la fase de ensayos preliminares y experimentacion con sus
respectivas descripciones y usos dentro del laboratorio, ademéas de los métodos
implementados para el desarrollo de la investigacion. Cabe resaltar que cada uno
de los protocolos fueron seguidos bajo los implementados en el laboratorio de
microbiologia de FUNDASES.

2.1.1 Reactivos

2.1.1.1 Microorganismo Azotobacter chroococcum. La cepa de Azotobacter
chroococcum fue proporcionada por el laboratorio de FUNDASES. Esta proviene
del area de produccion de la empresa, la cual la almacenan en unas botellas que
contienen 60 ml de agar Ashby, la cepa se encuentra dispersada en la superficie y
es una cepa que es de segunda generacion.

53 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Bioinsumos para uso
agricola. Inoculantes Biolégicos. Requisitos. NTC 5842. Bogota D.C. El instituto. 2018. 22 p.
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Figura 7. Botella de cepa Azotobacter chroococcum.

Fuente: elaboracion propia.

2.1.1.2 Medios de cultivo. Para los ensayos preliminares se utilizaron los caldos
se utilizd Ashby-sacarosa y Ashby -manitol, para la cinética estandar el medio Ashby
sacarosa, seleccionado a partir de los resultados obtenidos del ensayo preliminar y
el medio de produccién en conocimiento solo de la fuente de carbono.

o Caldos de cultivo. El caldo de cultivo utilizado durante la experimentacion
fue el caldo Ashby, formulacién proporcionada por el laboratorio FUNDASES, una
modificacion del caldo Ashby con una concentracién de 10g/l, como se describen
en las tablas 9 y 10. modificacion resultado de las pruebas preliminares. En los
caldos fueron donde se realiz6 la propagacion de biomasa dentro del bidén, para el
crecimiento de Azotobacter chroococcum.

Los caldos fueron preparados por componentes, cada reactivo fue pesado acorde
al volumen necesario para su preparacion, fueron ajustados a un pH entre 7.2 — 7.3.
El caldo se caracteriza por tener apariencia lechosa cuando es esterilizado, este
color es proporcionado por el carbonato de calcio. Al ser inoculado y por producto
del metabolismo, se torna amarillento.

A continuacién, en la tabla 1 y 2, los medios utilizados:

Tabla 1. Caldo Ashby - Manitol (FUNDASES)

REACTIVO GRADO PRESENTACION g/L
Manitol Industrial Polvo 10
Fosfato dipotasico de 0.2
hidrogeno Industrial Polvo '
Sulfato de magnesio 0.2
heptahidratado Industrial Cristales '
Cloruro de sodio Industrial Cristales 0.2
Sulfato de calcio Reactivo-Analitico Polvo 0.2
Carbonato de calcio Reactivo-Analitico  Polvo 0.2

Fuente: Fundacion de Asesorias para el Sector Rural- FUNDASES. Laboratorio de
microbiologia de FUNDASES.

45



Tabla 2. Caldo Ashby - Sacarosa (MODIFICADO)

REACTIVO GRADO PRESENTACION g/L
Sacarosa Industrial Cristales 10
Fosfato dipotésico de 0.2
hidrégeno Industrial Polvo '
Sulfato de magnesio 0.2
heptahidratado Industrial Cristales '
Cloruro de sodio Industrial Cristales 0.2
Sulfato de calcio Reactivo-Analitico  Polvo 0.2
Carbonato de calcio Reactivo-Analitico  Polvo 0.2

Fuente: Fundacion de Asesorias para el Sector Rural- FUNDASES. Laboratorio de
microbiologia de FUNDASES. Modificacion de fuente de carbono por autores.

o Medio de cultivo soélido. El medio de cultivo sélido utilizado durante las
investigaciones fue el medio Ashby, formulacién proporcionada por el laboratorio
FUNDASES relacionado en la tabla 3.

El agar Ashby fue preparado por componentes, cada reactivo fue pesado acorde al
volumen de preparacién, fueron ajustados a un pH entre 7.2 — 7.3. El agar Ashby
se caracteriza por tener apariencia lechosa cuando es esterilizado, este color es
proporcionado por el carbonato de calcio, se debe tener buena agitacion antes de
su esterilidad para evitar precipitados de calcio.

Tabla 3. Formulacion agar Ashby (FUNDASES)

REACTIVO GRADO PRESENTACION g/L
Manitol Industrial Polvo 10
Fosfato dipotasico de 0.2
hidrégeno Industrial Polvo '
Sulfato de magnesio 0.2
heptahidratado Industrial Cristales '
Cloruro de sodio Industrial Cristales 0.2
Sulfato de calcio Reactivo-Analitico  Polvo 0.2
Carbonato de calcio Reactivo-Analitico Polvo 0.2
Agar-Agar Reactivo-Analitico  Polvo 15

Fuente: Fundacion de Asesorias para el Sector Rural- FUNDASES. Laboratorio de
microbiologia de FUNDASES.

o Solucién paradiluciones. Para las diluciones de siembra en placa, se utilizé
la solucién agua peptona bufferada al 1%, de Difco ™. Como lo descrito en la tabla
4. El caldo se ajustada a un pH entre 7.0 — 7.4. El agua peptona bufferada se
caracteriza por tener apariencia ligeramente amarilla cuando es esterilizada
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Tabla 4. Formulacion de agua peptona bufferada 1% (AP1%)

REACTIVO g/L
Peptona 10
Cloruro de sodio 5
Fosfato disodico 3.5
Fosfato monopotéasico 15
Fuente: BD Difco ™
. Hidrdlisis acida de sacarosa. La Hidrdlisis acida de sacarosa fue realizada

segun el protocolo de FAJARDO y SARMIENTO ®4, Los reactivos empleados para
este método fueron los siguientes expresados en la tabla 8.

Tabla 5. Reactivos para Hidrdlisis acida

REACTIVO GRADO ESTADO PRESENTACION
Acido clorhidrico Reactivo-Analitico Liquido Liquida 37% v/v
Hidroxido de sodio Reactivo-Analitico Solido Granulos
Fenolftaleina Reactivo-Analitico Liquido Liquida
Agua destilada Reactivo-Analitico Liquido Liquida

Fuente: FAJARDO CASTILLO Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO Sandra
Constanza. Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccién de
Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad Javeriana. 2007. 47 p.

o Cuantificacién de azucares reductores por técnica colorimétrica DNS.
Técnica usada por MILLER, Galil, que permite cuantificar los azucares reductores,
durante esta investigacion, se cuantificaron los azucares que fueron hidrolizados de
la sacarosa (glucosa y fructosa, ambos reductores), cuyos componentes para su
preparacion se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6. Componentes del reactivo DNS. Segun MILLER.

REACTIVO GRADO ESTADO PRESENTACION % p/p
Acido 3,5-Dinitrosalicilico Reactivo-Analitico  Liquido Polvo 0.63
Sal de Rochelle Reactivo-Analitico Sdélido Cristales 18.2
Fenol Reactivo-Analitico  Liquido Liquida 0.5
Bisulfito de sodio Reactivo-Analitico Sdélido Polvo 0.5
Hidréxido de sodio Reactivo-Analitico Sélido Gréanulos 2.14

Fuente: MILLER, Gail Lorenz. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for
Determination of Reducing Sugar. Analitical Chemestry. 1959. Vol 31. No 3. 427 p.

2.1.2 Equipos. Los equipos con los que cuenta el Laboratorio de Microbiologia de
la Fundacion de Asesorias para el Sector Rural- FUNDASES y que fueron utilizados
en la fase pre experimental y experimental de esta investigacion se muestran en el

54 FAJARDO CASTILLO Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO Sandra Constanza. Evaluacion
de melaza de cafia como sustrato para la produccién de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia
Universidad Javeriana. 2007. P 47
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Anexo C su fotografia real. A continuacion, una breve descripcion en el cuadro 9 de
cada uno de los equipos y su funcién proporcionada en cada instancia de la
experimentacion.

Cuadro 9. Equipos empleados en la fase pre experimental y experimental.

EQUIPOS MARCA FUNCION EN LA INVESTIGACION
Esterilizacién de material limpio como materiales,
elementos de vidrio, medios de cultivo a 121°C, 15

Autoclave Sterilof ® PSI por 15 min. También esteriliza medios residuales,
de descarte, a 121°C, 15 PSI por 30 min.
Balanza analitica Sartorius ® Peso de reactivos.
Bom,b'as Resun Alimento de aire durante las fermentaciones
neumaticas
Cabina de flujo Proporcionar un ambiente estéril para siembras en
. Telstar ® . . . L i
laminar superficie, trabajos microbiologicos en cabina
Centrifuga Boeco ® C 28 A Centrifugacion de muestrg_s dg fermentacmn, uso del
sobrenadante para cuantificacion de sustrato
Espectrofotémetro Spectroqlé%gt ® Pharo Lectura de absorbancias en el protocolo DNS
Proporciona estabilidad de la temperatura de caldos
Incubadora Memert ® . )
de cultivo y placas de agar Ashby inoculadas.
Microscopio Olympus ® CX 21 U;ado a _100 X para ,determlnauon de morfologia
microscoépica tras tincion de Gram
Plancha de Calentamiento y agitacién para la preparacion de

Thermolyne ®

calentamiento medios de cultivo

Medicién de pH de las muestras tomadas de los

Potenciémetro S| Analiticos ®
fermentadores
: : Almacenamiento de muestras, reactivos, sustancias
Refrigerador Supernordico ® . S o
de investigacién a -4°C
Shaker Thz Agitacion y control de temperatura para las primeras
pruebas experimentales
Ultracongelador Biobase ® Ql_rzg?gnamlento de muestras para posterior andlisis
Mezclado para diluciones de las muestras en tubos
Vortex Maximix Il Thermolync de ensayo de 14 mm.

®

Fuente: elaboracion propia.

2.1.3 Métodos. A continuacién, se describe cada uno de los procesos que fueron
llevados a cabo durante la fase de experimentacion del proyecto. con el fin de dar
cumplimiento a los objetivos propuestos. Para el desarrollo experimental, se plante6
el siguiente esquema de trabajo experimental, manifestado en la figura 8.
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Figura 8. Esquema experimental propuesto para desarrollo investigativo

' Fases de trabajo \

Ensayos Fase de experimentacion
preliminares final

Fuente de Modo de - — -
carbono agitacion Cinética Cinética bajo
estandar condiciones
de produccion

Manitol Sacarosa Mecanica Neumatica n
OH OH ,“‘N: P :

- o SN Do > A=
OH OH . 1

A

Fuente: elaboracion propia

2.1.3.1 Preparacion del preindculo. La técnica de la preparacion del preinéculo,
fue proporcionada por el laboratorio de microbiologia de FUNDASES, descrita en el
diagrama 1.

Diagrama 1. Metodologia preparacion del preindculo

INICIO

Prender la cabina de A partir de una botella
Del Lfr:]f;ggg?ed"oar,dseacar flujo laminar, antes stock Azotobacter Con probeta esteril,
biomasa stock, dejarla | realizar el montaje, se »| chroococcum, realizar > edir 15 mL de la
atemperar debe poner 15 min UV un raspado superficie suspension celular

P en cabina. con 80 ml agua esteéril

Llevar a agitacion l
mecanica 150 rpm y .

o iemes Transiert este,

controlada 30°C,
Erlenmeyer Ashby- E"enmee)é?é’rﬁe caldo

Manitol; Ashby
Dejar en incubacion Sacarosa
por 48 h

A

Llevar a agitacion
neumatica y con
temperatura
controlada 30°C,
Erlenmeyer Ashby-
FIN Manitol; Ashby

Sacarosa

Fuente: elaboracion propia, basada en informacién proporcionada por FUNDASES
2.1.3.2 Preparacién de caldos de cultivo. Los caldos de cultivo se prepararon

siguiendo la informacion expresada por fundases, tal como lo describe en el
diagrama 2.
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Diagrama 2. Metodologia para preparacion de caldos de cultivo

INICIO
v ! y
Llevar a agitacion en

Adicionar el volumen plancha de T PG
fjggfgg‘g"”@ﬂ%mﬂ.‘g de agua destilada .| calentamiento con < ¢la solucion se
CARBONOyMANITOL) | preparacion las sales 71 magneto.( facilita la 737 p -

pesadas previamente. solubilidad sales -

calcio)

NO

: v
+Si el medio quedo por
encima del rango pH: Agregar

o ) i gotas de HCI 0,1N hasta
Llevar a esterilizacion Realizar un tapon de fograr pH deseado.
en autoclave, algodén y gasa,
FIN programada para - recubrir con papel -Si el medio quedo por —
material limpio, 121°c, aluminio poner cinta debajo del rango pH: Agregar
15 psi por min. indicadora esterilidad gotas de NaOH 0,1 N hasta
lograr pH deseado.

Fuente: elaboracion propia, basada en informacién proporcionada por FUNDASES
2.1.3.3 Diluciones seriadas y cuantificacion de biomasa por recuento en
placas. Las diluciones fueron realizadas siguiendo la el protocolo proporcionado por
fundases, tal como lo representa en el diagrama 3.

Diagrama 3. Metodologia para realizar diluciones seriadas y siembra en placa

| INICIO '
no

v i
Prender la cabina de De la muestra inicial,
flujo laminar, antes obtener una alicuota P : Agitar por inmersion 2
reallzar &l montaje, se » de 1ml. La debe estar > ?d'ﬁgﬂ%%'}.‘}'f’géacﬁdﬂn »| vecesy 1 minutoen
debe poner 15 min UV correctamente : vortex.
en cabina. homogenizada
Esparcir la muestra Depositar 0.1ml de T /
con un asa hockey dilucion tomada en _ Tomar por cada . ¢ Se han completado
hasta una distribucién [ medio sélido (agar  [# dilucién rerr":llllzada 0.1 4—Si todassg\alsjiglrlg?llgngrquue
homogénea Ashby) a gar:
Y
Dejar en incubacion Contar las colonias
con las placas » formadas tras la FIN
invertidas por 48h incubacion.

Fuente: elaboracion propia, basada en informacion proporcionada por FUNDASES.

2.1.3.4 Cuantificacion de sacarosa mediante la hidrélisis acida. Para llevar a
cabo la cuantificacion de la sacarosa residual de las muestras, se debe realizar la
metodologia explicada en la figura 12 y continua a esta, realizar la técnica
colorimetria DNS como lo explica el diagrama 4.
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Diagrama 4. Metodologia para realizar hidrolisis acida para sacarosa residual del
caldo de fermentacion

‘ INICIO '

Y

De cada muestra a
hidrolizar tomar 2 ml . Llevar a ebullicion a Frenar la reaccion con
- L - Agitar los tubos - - . - . )
de alicuota y adicionar 92°C durante 10 min hielo durante 5 min
2 ml de HCI 50% v/v

Y

Agregar NaOH 25%

Agregar HCI| 25% p/v p/v (aproximadamente Agregar 3 gotas de
Agitar los tubos - (aproximadamente 0,6 |- 2.02 ml) hasta obtener |-= fenolftaleina a cada
ml) un tono ligeramente muestra
rosa
Y
FIN

Fuente: elaboracion propia basada en protocolo de FAJARDO CASTILLO Erika
Esperanza y SARMIENTO FORERO Sandra Constanza. Evaluacion de melaza de
cafia como sustrato para la produccién de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia
Universidad Javeriana. 2007 p. 111-112.

2.1.3.5 Técnica colorimétrica DNS.

Diagrama 5. Metodologia para realizar la cuantificacibon de sacarosa por
colorimetria DNS

Tomar 0,25 ml de la
INICIO muestra hidrolizada y _ | Llevar a ebqllicién por _ Fre_nar la reaccion con
agregar 0,25 ml de 5 min “| hielo durante 5 min
reactivo DNS

Llevar a lectura en
FIN espectrofotometro a |-
540 nm.

A

Agregar 2,5 ml de
agua destilada

Fuente: elaboracion propia basada en informacion de GODOY R. Método DNS para
la determinacion de azucares reductores totales en melaza, sustrato de
fermentacién y vinos. Universidad Nacional de Colombia 2002. p. 1-3. Citado por
FAJARDO CASTILLO Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO Sandra
Constanza. Evaluacion de melaza de cafia como sustrato para la produccion de
Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad Javeriana. 2007 p. 111-112.

2.1.3.6 Identificacion microscopica. Para llevar el seguimiento del cambio de la
morfologia de la cepa a través de toda la experimentacién, se deben realizar
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tinciones de Gram, una técnica desarrollada por GRAM, Christian > en 1884, a
continuacion, la metodologia de las tinciones de Gram, representado en el diagrama
6.

Diagrama 6. Metodologia para tincion de Gram

{ INICIO ]

A4

; 1. CRISTAL VIOLETA:
Dejar que se seque la ; et
depositar 100 uL de caldo o | Alicuota. Sirequiere, .‘ Agregar los colorantes de .‘ 1min. Tefiira a las
en el porta objetos »| flamear el portaobjetos con » latincion gram en el p| bacterias cuyas paredes
un mechero siguiente orden: son de doble capa peptido
. glicano
A4
3. ALCOHOL ACETONA: Enjuagar con agua Enjuagar con agua
30 segundos. Permite la destilada [a superficie para | 2. LUGOL: 1 min Permite | destilada [a superficie para
decoloracion de cristal retirar los restos de l la fijacion del cristal violeta [™ retirar los restos de
violeta en exceso colorante colorante
4. FUCSINA: 1min Actua f
Enjuagar con agua como colorante de Enjuagar con agua ortggt?%rt(guy(?l;zgr?flar al
destilada la superficie para o | Constraste, revelando las o | destilada [a superficie para o P micri)sco 3{0 con un
retirar los restos de ¥ bacterias con pared simple lal retirar los restos de "1 aumento dg 100x. Usar
colorante peptidoglicano colorante aceite inmersion.

A4

FIN

Fuente: elaboracion propia, basada en informacién proporcionada por FUNDASES

La bacteria tras la coloracion de Gram, se torna de color fucsia, lo que representa
una bacteria Gram negativa, de forma cocobacilos, levaduriformes. En la mayoria
de observaciones en el microscopio, como lo demuestra la figura 9, se encuentra
que Azotobacter chroococcum es una bacteria que forma duplas o en
aglomeraciones de mas de 4 bacterias.

% GRAM, Christian. The differential staining of Schizomycetes in tissue sections and in dried
preparations. Fortschritte der Medizin. 1884. 2, p. 185-9.
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Figura 9. Tincibn de Gram de Azotobacter chroococcum correspondiente a un
cultivo joven, proveniente de una cepa de segunda generacion

Fuente: elaboracion propia

2.1.3.7 Identificacion macroscoépica. Para la identificacion macroscoépica, se
realizan técnicas de aislamiento de colonias de un cultivo puro, el procedimiento del
aislamiento se especifica en el diagrama 7.

Diagrama 7. Aislamiento de colonias por siembra francesa

| INICIO l

Y

En la ultima linea,

- Realizar en un Continuar el trazo ;
C1oon l?ln?oﬁ'lsa?r %?itgjgtge »| costado de una caja » | hasta completar la g azggltgr?ﬁgrﬂ[)
del caldo puro "' | petri con agar ashby, o figura de un "| llevandola hasta el
5 lineas pentagono.

centro de caja

Al culminar el tiempo, Al finalizar la siembra,
revisar si hay colonias levar 3 incubadora
FIN aisladas, y realizar la |« las placas invertidas
descripcion p ST
marfolagica. P

Fuente: elaboracion propia, basada en informacion proporcionada por FUNDASES

Las colonias caracteristicas formadas por Azotobacter chroococcum en agar Ashby
son de color traslucido, y en el centro de la colonia, algunas alcanzan a formar una
especie de estrella en el centro de color un poco méas oscuro, tipico de la colonia.
Tienen elevacion convexa, de borde entero en colonias jévenes y se torna ondulado
a medida de la maduracion de la colonia (Posterior a 72 h en incubacién o a
temperatura ambiente), de forma es circular y textura cremosa.
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Figura 10. a) Técnica aislamiento francés para aislar una colonia Azotobacter
chroococcum b). Colonias de 48h tras siembra por superficie

Ve
e

Fuente: elaboracién propia.

2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Identificacion de variables. Las principales variables que se tuvieron en
cuenta para un crecimiento adecuado del microorganismo fueron pH, temperatura
y modo de agitacion, dado que son variables que inciden directamente en el
crecimiento, adaptacion y muerte del microorganismo. THOMPSON Y SKERMAN>®
demostraron que Azotobacter chroococcum tienen un rango de crecimiento de pH
entre 6.5 — 10.

Tabla 7. Condiciones de operacién para la propagacion de biomasa Azotobacter.
chroococcum.

Variables Rango de medida Autores
H 6-10 THOMPSON Y SKERMAN; BORDA MOLINA et al.;

P FUNDASES.
Temperatura 30°C +-2 OROS, Damir; CAMELO-RUSINQUE, Mauricio, et al,

BORDA MOLINA et al
Mecanica:150 - _
180 rpm OROS, Damir.

Neumatica: p30% DALTON H, POSTGATE JR57; OROS, Damir.
Fuente: elaboracion propia

Modo de
agitacion

2.2.2 Ensayos preliminares. Durante la fase de ensayos preliminares, solo se
tuvieron en cuenta los factores evaluadas como fuente de carbono y el modo de
agitacion. La variable temperatura se mantuvo definida a 30°C. La Unica variable de
respuesta del experimento corresponde a las unidades formadoras de colonia
(UFC/ml) obtenida en cada unidad experimental después de 48 h fueron

5% THOMPSON JP y SKERMAN VBD. Azotobacteraceae: the Taxonomy and Ecology of the
Aerobic Nitrogen-Fixing Bacteria. 1979. Academic Press London, New York, Toronto, Sydney, San
Francisco.

57 DALTON H, POSTGATE JR. Op Cit p 465.
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consideradas variables de respuesta. De manera resumida, se presenta el siguiente
diagrama

Diagrama 8. Representacion de las variables de entrada y salida del sistema.
Variables de entrada
Fuente de Manitol

Evaluados a Variables de respuesta
carbonohebn caldo Sacarosa Toonstante
AS y 30°C
Modo de Mecanica UFC/mi
agitacion Neumatica

Fuente: elaboracion propia

2.2.2.1 Evaluacion de formacion de biomasa. Se tomé la cepa Azotobacter
chroococcum almacenada en una botella usada para procesos de produccion
industrial a temperatura ambiente (Protocolo FUNDASES), se realiz6 un barrido de
la superficie del medio de cultivo presente de este, con 120 ml de agua estéril, se
homogenizo y se asegurd de obtener la mayor area de biomasa raspada con asa
estéril, y con una probeta estéril, se transfirieron 20 ml de este preindculo a los 6
Erlenmeyer previamente preparados y esterilizados, para completar un volumen
efectivo de 200 ml. Posteriormente, se repitié el mismo procedimiento de inoculaciéon
para las unidades experimentales que conllevaban sistema de agitacion neumética.

Las unidades experimentales sometidas a sistema de agitacion mecéanica, fueron
recubiertos con un tapén de tela, a una velocidad de 150 rpm y los que fueron
sometidos a agitacion neumética se le acoplé un soporte siliconado y debidamente
cubierto con papel aluminio, para evitar cualquier posible entrada de agentes
contaminantes al medio de estudio, el flujo de aire se realiz6 con bombas
neumaticas con una tasa de entrada de aire de 1 vvm.

Unicamente se realizé el conteo de la biomasa y la toma del pH previo y posterior a
la fermentacion transcurridas las 48h.

El ensayo se realizo por triplicado. En el primer punto de muestreo (hora 0) se tiene
una concentracion de biomasa aproximada de 2.34*107 y 4.62*108 UFC/ml.

2.2.2.2 Determinacion de biomasa. La cuantificacion de biomasa se hizo por
medio de recuento en placa por superficie, las diluciones decimales se efectuaron
desde la diluciéon 10! hasta 10® Para el conteo del nimero de colonias,
correspondientes a cada dilucion, se depositd en la superficie del agar Ashby 100
ul de la suspension celular a medir y con un rastrillo microbiolégico se esparcio por
toda la superficie de una manera homogenea.

2.2.3 Cinética estandar. Al realizar el respectivo barrido de la superficie de la

botella con 60 ml de agua estéril, se inoculo el caldo Ashby-sacarosa con la
concentracion bacteriana del 10% en volumen, método propuesto por CRUEGER &
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CRUEGER?®® el cual afirma que el porcentaje del indculo se debe ajustar al 10% v/v,
para iniciar la fermentacion.

Se instalaron las piezas esterilizadas para proporcionar suministro de aire, toma de
muestra y salida de gases. Se llevd a incubacion por 48 h tomando a cada 4 h
alicuotas para toma de muestra.

Para esta fermentacion el pH fue controlado en un rango de 6-7.5 con una solucién
de NaOH 0.1 N y la temperatura fue establecida de 30°C +- 0.1°C. La seleccion de
fuente de carbono y el control de pH fue segun los resultados de las pruebas
preliminares. Segin CAMELO-RUSINQUE® et al, y PENA, C.,% et al, informan que
la aireacion necesaria para asegurar la propagacion de biomasa del género
Azotobacter en sistemas de aireaciéon es de 0.8 -1 vwm. Se asegur6 que la entrada
de aire al sistema fuera de este rango, calculados por la técnica de vvm (volimenes
de aire por volumen de liquido por minuto)

Para determinar la cantidad de microorganismos viables se realiz6 un recuento en
placa de superficie mencionada en el numeral 2.1.3.3. A su vez, se realizé el
protocolo de cuantificacion de azucares reductores mediante el protocolo de DNS,
mencionada en el anexo E.

Para realizar el calculo de los vwvm que se necesitaban, se realiz6 una prueba con
un recipiente vacio de volumen 0.24L, donde este se sumergid en un recipiente con
agua, por completo ocupando todo su volumen, y posteriormente, se sumergio la
extension de la manguera de la bomba neumética, mientras se suministraba aire al
recipiente de 0.24L, simultAneamente, se registrd el tiempo con un cronémetro,
dando como respuesta lo siguiente:

Volumen del recipiente (Va): 0.24L
Tiempo en llenarse (t):60.143 s

Teniendo los valores del volumen del recipiente y del tiempo, mediante la ecuacién
7, se determind el caudal del aire de salida de la bomba neumatica.

58 CRUEGER, W.; CRUEGER, A. Biotecnologia: Manual deMicrobiologia Industrial. 32 ed. Madrid:
Acribia, 1993.

59 CAMELO-RUSINQUE, Mauricio, et al. Desarrollo de un sistema de fermentacion liquida y de
enquistamiento para una bacteria fijadora de nitrogeno con potencial como biofertilizante. 2015.
Corporacion Colombiana de INvestigacion Agropecuaria-CORPOICA, Laboratorio de microbiologia
de suelos, Mosquera, Cundinamarca. Rev Argent Microbiol. 2017; 49(3): pp 289-296.

8 PENA, C., et al. Production of alginate by Azotobacter vinelandii in a stirred fermentor simulating
the evolution of power input observed in shake flasks. 2008. Process Biochemistry, 43(7), pp 775—
778.
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Ecuaciéon 7. Determinacion del caudal

Va 0.24L
Caudal (Q) = - =

L
60.143 s * 605

Fuente: CABRERA, Ricardo. Fluidos, hidrodinamica - caudal - principio de
continuidad. [Consultado: 24 octubre 2019]. Pagina web. Disponible en:
[https://ricuti.com.ar/no_me_salen/hidrodinamica/FT_caudal.html]

Donde:

Va: Volumen del recipiente
t: Tiempo

Ecuacion 8. Calculo de vwm

vvm=ﬁ

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 291.

Donde:
Vd: Volumen desplazado
Q: Caudal
Por lo tanto:
0.2394%
YY)

vvm = 0.997 min~!

2.2.1 Cinética a condiciones de produccion. Se realizé el barrido de la superficie
de la botella con 100 ml de agua estéril, se inoculo del 10% V/V, completando un
volumen total de 1000 ml metodologia de CRUEGER & CRUEGER®!. Se dejé en
incubacion y con aireacién constante por 20 h, dado que, segun los resultados de
la cinética estandar, en esta hora, finaliza la fase exponencial. Transcurridas 24 h,
del inoculo producido, se midi6 500 ml para el primer bidén de 4500 ml de medio
industrial. Completando un volumen total de 5000 ml. Se realiz6 por duplicado.

Se instalaron las piezas esterilizadas para proporcionar suministro de aire, toma de
muestra y salida de gases. Se llevo a incubacion por 48 h tomando a cada 4 h
alicuotas para toma de muestra. Para esta fermentacion el pH no fue controlado
dado que se adaptaron las medidas de producciéon de la empresa. La temperatura
fue establecida de 30°C +- 0.1°C. La fuente de carbono del medio industrial es
anicamente manitol. EI suministro de aireacion fue como lo descrito en el numeral

61 Crueger, W.; Crueger, Op cit 54
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En cada toma de muestra, se tomaron 14 ml de alicuota, a partir de este volumen
se realizaron la cuantificacion de microorganismos viables por recuento en placa de
superficie mencionada en el numeral 2.1.3.3.; se tomo el valor del pH con un
potenciémetro verificado anteriormente con las soluciones bufferadas de este, se
calculo la densidad de cada muestra por picnometria.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se muestran los resultados de las pruebas preliminares de donde
se selecciono la fuente de carbono que mas favorecia al crecimiento de biomasa
para continuar a la experimentacion.

2.3.1 Ensayos preliminares. Para determinar la fuente de carbono que mas
favorece la produccion de biomasa para Azotobacter chroococcum. Se tuvo en
cuenta la cantidad de biomasa producida en cada una de las diferentes
fermentaciones realizadas, mostradas con un promedio en la tabla 8. El experimento
se realizo por triplicado. Los resultados completos se encuentran en el Anexo F.

La agitacion mecanica fue a 150 rpm y la agitacion neumatica fue de 1 vvm.

Tabla 8. Resultado promedio de los experimentos

Concentracion Concentracion  pH pH Variacion

No. MEDIO t=0h UFC/m|  t=48h UFC/ml inicial final  de pH

1  Caldo Ashby-Manitol 2 34E+07 3.51E+07 724 6058  1.182
agltaC|on mecanica
Caldo Ashby-Manitol

2 ~qitacion naamatica 4.62E+08 3.49E+08 724  6.013 1.204

3  Caldo Ashby-Sacarosa 2 34E+07 2.23E407 736 6.036  1.617
agltaClon mecanica

Caldo Ashby-Sacarosa 4.62E+08 3.98E+08 7.36 5544 2.086

agitacion neumatica
Fuente: elaboracion propia.

Los resultados obtenidos a través de las fermentaciones realizadas muestran que
los medios con fuente de carbono de sacarosa son los que més predominan para la
produccion de biomasa.

Como lo muestra la tabla 17, todos los experimentos cumplieron con el valor minimo
requerido por la norma NTC 5842:2018, dado que segun la norma se debe asegurar
para microorganismos asimbidticos fijadores de nitrdgeno un minimo de biomasa
de 1x10* UFC/mI, todos se encuentran dentro de la especificacion de la norma.

También se evidencia que la actividad metabdlica de la cepa, tiende a reducir el pH

del medio, con lo que se puede apreciar en la tabla 8, el delta de pH mayor obtenido
fue por Caldo Ashby sacarosa con agitacion neumatica. Independiente a este
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conjunto de unidades experimentales, se puede observar que hay una disminucién
de pH mucho mayor entre las unidades experimentales de sacarosa ante las de
manitol, sobre todo en las unidades que fueron sometidas a agitacion neumatica.
La figura 11, es una fotografia de las unidades experimentales utilizadas.

Figura 11. Unidades experimentales, las unidades de la izquierda son las unidades
sometidas a agitacion mecanica. Las unidades de la derecha son las unidades
sometidas a agitacion neumatica.

Fuente: elaboracion propia.

Para el analisis de los resultados, se plante6 un Andlisis de varianza de dos factores
con varias muestras por grupo, basado en que es una situacion donde se requiere
estudiar el efecto de dos factores, como lo expresado en la figura 12, el Factor A
(filas), como fuente de carbono y Factor B (columnas), como modo de agitacion,
dando una respuesta en UFC/mI, de manera experimental, donde se determina no
solo si cada uno de los dos factores influye en la produccién de biomasa, sino
también si hay una interaccidén significativa entre ellos. Se realiz6 mediante el
complemento de Microsoft Excel ® ¢2,donde inicialmente se plantean las siguientes
interacciones entre los factores Fuente de carbono y Modo de agitacion.

62 MICROSOFT. Usar las Herramientas para analisis para realizar andlisis de datos complejos [En
linea]. 2019. [Consultado: 14 septiembre 2019]. Disponible en: https://support.office.com/es-
es/article/usar-las-herramientas-para-an%C3%Allisis-para-realizar-an%C3%Allisis-de-datos-
complejos-6¢67ccfO-f4a9-487c-8dec-bdb5a2cefab6
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Figura 12. Interacciones entre factores

MODO DE AGITACION
MECANICA  NEUMATICA
Wo MANITOL 4 4
L
> < SACAROSA ! |

Fuente: elaboracion propia

El resumen de los resultados se puede apreciar en el cuadro 10, donde el total de
las observaciones o resultados experimentales fueron 12 en total, los cuales
tienen unidades de UFC/ml.

Cuadro 10. Resultados de las unidades experimentales

MODO DE AGITACION
Mecanica Neumatica
2.73E+07 4.61E+08
a9 Manitol 6.89E+07 3.53E+08
EQ 9.01E+06 2.32E+08
i o 2.12E+07 3.51E+08
Z O Sacarosa 2.24E+07 4.14E+08
2.33E+07 4.30E+08

Fuente: elaboracion propia.

Para dar un primer acercamiento de los datos obtenidos de manera experimental,
se realiz6 un Gréfico de caja y bigotes donde se realizaron comparativas entre la
fuente de carbono y el modo de agitacion.

Como se ve en la grafica 1, se presume que tiene un mejor rendimiento de
produccién de biomasa con fuente de carbono sacarosa, pero no es tan diferente
como lo es con respecto a los resultados de manitol. Sin embargo, es un primer
acercamiento para la interpretacién de los resultados obtenidos experimentalmente.
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Gréafica 1. Grafico de caja y bigotes: Comparativa fuente de azlcar.

Gréfico de caja y bigotes: Comparativa fuente de azlcar
5.00E+08
4.50E+08
4.00E+08
3.50E+08
3.00E+08
2.50E+08
2.00E+08 s
1.50E+08
1.00E+08
5.00E+07
0.00E+00

Manitol Sacarosa

Fuente: elaboracion propia

Como se ve en la gréfica 2, un diagrama de cajas y bigotes, presume que hay un
mayor efecto de la agitacibn neumética en comparacion a la agitacion mecéanica
para obtener un mejor rendimiento de producciéon de biomasa y con lo demostrado
en los datos experimentales, la produccién por agitacion neumatica es superior a
comparacion de la agitacibn mecanica.

Gréfica 2. Grafico de caja y bigotes: Comparativa modo de agitacion.

Grafico de caja y bigotes: Comparativa modo de agitacion
5.00E+08

4 .50E+08
4.00E+08

3.50E+08 /(

3.00E+08
2.50E+08

2.00E+08
1.50E+08
1.00E+08
5.00E+07 °
0.00E+00 ——
A. Mecanica A. Neumatica

Fuente: elaboracion propia

Por lo tanto, se requiere plantear un modelo estadistico ANOVA de dos factores,
bajo las siguientes hipoétesis:

FACTOR FUENTE DE CARBONO

Ho: Hipotesis nula, no existe diferencia significativa en la produccion de biomasa por
efecto de la fuente de carbono
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Hi: Hipoétesis alterna, existe diferencias significativas en la produccion de biomasa
dependiendo de la fuente de carbono

FACTOR MODO DE AGITACION

Ho: Hipodtesis nula, no existe diferencia significativa en la produccion de biomasa por
efecto del modo de agitacion

Hi: Hipdtesis alterna, existen diferencias significativas en la produccion de biomasa
dependiendo del modo de agitacion

INTERACCION ENTRE FACTORES (FUENTE DE CARBONO-MODO
AGITACION)

Ho: Hipodtesis nula, no existe diferencia significativa en la produccion de biomasa por
efecto de la interaccion de los factores

Hi: Hipotesis alterna, existen diferencias significativas en la produccion de biomasa
por efecto de la interaccion de los factores

Esta prueba estadistica fue aplicada para los datos obtenidos en las unidades
experimentales mediante Excel en el menud Analisis de datos y tomando un nivel de
significancia de 0.05.

Tabla 9. Resumen de los datos obtenidos a partir de los calculos realizados por el
complemento Excel:

Suma de Grados Promedio Valor
Orlg_en_delas cuadrados . de de los F pa’r.a Probabilidad Conclusién
variaciones (SC) libertad cuadrados F critico

(ah (C™M) .0.05

Factor A 1.012E+15 1 1.012E+15 0.257 5.318 0.626 No rechaza Hg
(Fuente de C)

Factor B (Modo 3.571E+17 1 3.571E+17 90.5 5.318 1.23E-05 Rechaza Ho
de agitacion)

Interaccion 2.913E+15 1 2.913E+15 0.739 5.318 0.415 No rechaza Ho

(AB)
Error 3.153E+16 8 3.942E+15
Total 3.925E+17 11

Fuente: elaboracion propia.

Para mayor informacion de datos, revisar el anexo G. Resultados de modelo
estadistico ANOVA dos factores.

Segun el analisis ANOVA con un 95% de confianza se concluye que para el factor
A, la fuente de carbono no tiene un efecto significativo en la produccion de biomasa,
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lo que indica que dentro del disefio realizado independiente de que se utilice
sacarosa 0 manitol no se identifica diferencia en la produccién de biomasa

Con respecto al factor B, Modo de agitacién, con el anélisis ANOVA con un 95% de
confianza se concluye que la agitacion tiene un efecto significativo en la produccién
de biomasa, lo que indica que, dentro del disefio realizado, prevale la produccion de
biomasa mediante la agitacion neumatica sobre la mecanica, dado que Azotobacter
chroococcum es una bacteria aerdbica y necesita constantemente una fuente de
oxigeno, por lo tanto se puede analizar que la disponibilidad de oxigeno en los
sistemas mecanicos no es la mejor a comparacion de la constante disponibilidad de
oxigeno que proporcionan los sistemas neumaticos. Adicional a esto, la solubilidad
del oxigeno esta ligada a la forma en la que se agregue en el sistema, por esta
razon es necesario contar con suministro constante de oxigeno para evitar un gran
tamafo de burbuja y facilitar la transferencia de masa de O:2 en la interfaz gas-
liquido.

Y finalmente para la interaccidon de los factores A y B, mediante el analisis ANOVA
con un 95% de confianza se concluye que no se obtiene una diferencia
significativamente estadistica para la interaccién de los Factores A y B, es decir,
acepta la hipétesis nula, dado que ambos factores como fuente de carbono y modo
de agitacion en conjunto, no estan afectando de manera significativamente
estadistica la produccion de biomasa en 48 h.

Se realiz6 un analisis gréfico final de interaccién entre los factores, denotando que
el tratamiento con mejor respuesta para producciéon de biomasa esta constituido por
el sistema que utiliza como fuente de carbono sacarosa y mecanismo de agitacion
neumatica, demostrado en la gréfica 3.

Gréfica 3. Interaccion de los factores.
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Fuente: elaboracion propia, mediante el uso del software Minitab ®. Licencia gratis
meses entre septiembre y octubre 2019.
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2.3.2 Cinética microbiana estandar. La cinética estandar, se tomo como una
referencia para el reconocimiento de las fases de crecimiento para Azotobacter
chroococcum. En el anexo H estan los datos crudos obtenidos durante las
fermentaciones de las dos réplicas. La cuantificacion celular se realiz6 mediante la
técnica de siembra en placa segun el numeral 2.1.3.3, como lo visto en la figura 13,
Unicamente se deben identificar las colonias caracteristicas de Azotobacter
chroococcum. Segun los conteos realizados, se realizo la curva de crecimiento de
Azotobacter chroococcum, como se puede manifestar en la gréafica 4.

Figura 13. Siembra en placa por superficie

de Azotobacter chroococcum.

Fuente: elaboracion propia

Gréfica 4. Curva de crecimiento de Azotobacter chroococcum en caldo Ashby-
sacarosa a escala laboratorio, con dos unidades experimentales.
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Fuente: elaboracion propia
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Las fases que se identifican en el crecimiento microbiano para las dos réplicas
representados con sombreado de color corresponden a:

Sector azul como fase de adaptacion, tanto para la réplica 1 y 2, la cual parte desde
la hora O con una concentracién celular de 1*10° UFC/ml y 2*10° UFC/ml
respectivamente y finaliza con una concentraciéon celular a las 8 horas de 2*10°
UFC/ml y 4*10° UFC/ml respectivamente. En esta fase, las células se adaptan al
nuevo ambiente fisicoquimico ofrecido por el caldo Ashby-sacarosa. Graficamente
y cuantitativamente hay muy poco crecimiento de la cepa, sin cambios
exponenciales en las cantidades de biomasa. En el transcurso de la hora 8 se
encuentra en la fase de crecimiento acelerado, donde la velocidad aumenta desde cero
hasta un valor maximo.3

Sector verde como fase exponencial, donde las células se reproducen sin
limitaciones nutricionales a una velocidad méaxima de crecimiento, esta fase inicia en la
hora 8 con una concentracién celular de 2*10 5 UFC/ml y 4*10° UFC/ml
respectivamente y para ambas réplicas, finaliza en la hora 20, con una concentracion
celular de 7 * 10 7 UFC/mly 5* 10 “ UFC/mI. Para procesos de propagacién microbiana,
es una de las fases mas importantes porque es donde se obtiene el mayor crecimiento
y por lo tanto mayor produccion de biomasa.

Sector rosa como fase estacionaria,inicia a partir de la hora 20 y finaliza en la hora
44 para ambas réplicas con una concentracion celular promedio de 6.9 * 10 “ UFC/ml y
8.9*107 UFC/ml, respectivamente, segun la grafica 1 se puede ver que para la
réplica 1, se mantiene constante durante la propagacion de biomasa, pero para la
réplica 2, se manifiesta una deflexion en las concentraciones celulares a partir de la
hora 32 a la hora 36, dada por posiblemente al agotamiento nutricional de la fuente
de carbono principal, pero a partir de la hora 36 retoma la concentracién celular que
llevaba anteriormente, y hasta manifestarla en la hora 44 de una concentracion de
1.4 *10 8 UFC/ml. Este aumento se podria deber a que la bacteria realiz6 un crecimiento
dialxico®, como tomar otro nutriente del medio para aumentar su poblacion de
biomasa, se podria deber a la toma de nitrégeno de la fuente de aire, como nutriente
adicional, para retomar su crecimiento.

Sector violeta como fase de muerte, inicia en la hora 44 en adelante, hasta la hora
48 finalizando con una concentracion celular de 4.50 * 10 7 UFC/ml y de 4.67 * 10 ’
UFC/ml.

Ademas de la cuantificacion de biomasa, se conoce la composicién inicial del medio
10g/L de Sacarosa para el medio Ashby-sacarosa, como lo especificado en el anexo
B, pero para realizar la cuantificacién de este, se realizé primero la hidroélisis acida

63 DUARTE. Op Cit 45.
64 SCHASCHKE, Carl. Dictionary of Chemical Engineering - differential scanning calorimetry (DSC).
2014.0xford University Press p105-106.
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(rompimiento del dimero de la sacarosa) para después realizar la cuantificacion
mediante la técnica colorimétrica DNS. Como lo especificado en el anexo E.

Para la cuantificacion, se realizé la curva patron de azucar hidrolizada por triplicado,
metodologia seguida de CASTILLO y SARMIENTO 55, |os resultados de la curva se
encuentran en el anexo E y en la grafica 5, la curva patron de sacarosa hidrolizada.

En la ecuacion lineal, “y” corresponde a la lectura de absorbancia del
espectrofotometro UV y “X” corresponde a la concentracion de sacarosa hidrolizada
en g/L. Donde a partir de la grafica 5 se determinara la ecuacion 9, determinacion
de sacarosa hidrolizada en la muestra, con esta ecuacion, se puede determinar la
concentracion de sacarosa en cada muestra, mediante las lecturas de absorbancias

detectadas.

Grafica 5. Curva patréon de sacarosa hidrolizada y ecuacion lineal.
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Fuente: elaboracion propia.

Para las lecturas de las muestras de la cinética se despeja “x” quedando de la
siguiente manera:

Ecuacion 9. Ecuacion para determinar la concentracion de sacarosa hidrolizada en
las muestras

_ y+0.0353
X =T 03247

Fuente: elaboracion propia

Con cada punto detectado mediante la absorbancia en el espectrofotometro, se
parte para realizar la gréfica 6.

65 CASTILLO Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO Sandra Constanza. Evaluacion de melaza
de cafia como sustrato para la produccion de Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad
Javeriana. 2007 p. 111.
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Grafica 6. Curva de consumo de sustrato de Azotobacter chroococcum en caldo
Ashby-sacarosa
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Fuente: elaboracion propia

Cada una de las muestras tomadas directamente de las unidades experimentales,
fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos, donde el sobrenadante, se
apartado de la biomasa, para realizar la hidrélisis acida. La figura 14, corresponde
a una fotografia de las muestras hidrolizadas, como se ve a simple vista, la
concentracion de sacarosa de la muestra 0 h es mucho mayor que la concentracion
en la de la muestra 48h, como lo demostrado en la ligera coloracién amarilla entre
las muestras, pero para tener un valor mas preciso de esta diferencia se aplica a
estas muestras hidrolizadas la técnica colorimétrica DNS, segun el numeral 2.1.3.4.

Figura 14. Comparacién de muestras hidrolizadas, muestra Oh con tono mas
amarillento que la muestra 48h.

Fuente: elaboracion propia.

Como lo demostrado en la grafica 6, el valor maximo cuantificado de sacarosa
reportado en la hora 0, tanto para las réplicas 1y 2 el cual manifestaron 7.647 g/L y
8.232 g/L, lo que indica que la hidrolisis acida no cataboliza en su totalidad el
proceso, lo cual afecta la cuantificacion con DNS (azucares reductores disponibles).
Sin embargo, es una medida practica, accesible y econémica para emplearla en su
uso inmediato.

67



El valor minimo reportado durante el consumo de sacarosa en la Ultima toma de
muestra, la hora 48, para las réplicas 1y 2 fue de 6.230 g/L y 4.875 g/L respectivamente,
lo que indica que tuvo una diferencia de 1.417 g/L y 3.357 g/L, lo que corresponde el
consumo total de sacarosa por la cepa durante la propagacién para ambas unidades
experimentales.

A lo largo de la cinética estandar en las dos réplicas, se tratd de regular el pH, con
NaOH 0.1 N, dado a la respuesta de los ensayos preliminares, la cual manifesté que
el pH del medio compuesto de sacarosa se veria bastante disminuido por su
metabolismo, se regul6é a un pH cercano a 7.

Gréfica 7. Relacion Biomasa/pH registrado para la réplica 1 y 2 para cinética
estandar
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Fuente: elaboracion propia

Como se puede observar en la gréfica 4, la disminucion de pH no afecta ni incide
directamente en la formacién de biomasa, dado que es un pH que aun tolera la
bacteria y se encuentra dentro de valores acordes para su metabolismo celular
segin THOMPSON Y SKERMAN®® donde el pH que tolera Azotobacter
chroococcum es entre 6-10.

o Determinacion de los parametros cinéticos. La velocidad especifica de
crecimiento para Azotobacter chroococcum se calculo realizando la linealizacion de
la curva de crecimiento en el medio Ashby-Sacarosa, luego se aplicé el método de
minimos cuadrados para obtener la recta de regresion, y por lo tanto la ecuacion de
la recta, cuya pendiente representa la velocidad especifica de crecimiento. Para la

66 THOMPSON JP y SKERMAN. Op Cit. pp 21.
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anterior linealizacion se tomaron los datos desde la hora 8 hasta la hora 20, teniendo
en cuenta que esta es la fase exponencial de crecimiento del microorganismo.

Gréafica 8. Linealizacién de la fase exponencial de crecimiento de Azotobacter
chroococcum en el caldo ashby-sacarosa a escala laboratorio
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Fuente: elaboracion propia

De acuerdo la ecuacion 3, una gréfica de In x vs tiempo tiene como resultado una
linea con pendiente u en unidades de h'l. Siempre y cuando u sea constante, se
manifestaria a partir de la ecuacion 4, el valor de t; en horas.

Dado asi, para la primera réplica, un tiempo de duplicacion de:

In2 In2

b= = =3.212h
a4 7 0.2158 b1

Y para la segunda réplica, un tiempo de duplicacion de:

. _ln2_ In 2
2= 4 7 01891 A1

= 3.665h

Entre unidades experimentales, la velocidad especifica de crecimiento en el medio
Ashby — sacarosa, la diferencia fue de 0.0267 h'! y una diferencia de los tiempos de
duplicacién fue de 27.1 min aproximadamente.

Se puede debe la diferencia dado que la cinética de crecimiento para las réplicas,
durante la fase exponencial para ambas cepas se ajustaron a una ecuacion de
orden uno con un R?> 0.92, donde se representa la dispersion alrededor de la linea
de regresion. Pero los pocos puntos obtenidos durante las 12 horas de la fase
exponencial, no permiten dar un ajuste lineal mas alto.
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Por falta de datos experimentales, puede tenerse un valor estimado pero no el mas
exacto correspondiente al tiempo de duplicacion. La segunda réplica obtuvo un
tiempo de duplicacion de 27.1 minutos mas que la primera réplica, se podria
considerar a la concentracion celular con la que se realiz6 la primera propagacion
dado que en la segunda réplica se inicid con una diferente que la primera réplica,
en el mismo exponencial, lo cual no representa una diferencia representativa para
cuantificacion de biomasa.

o Rendimiento Biomasa sustrato. El rendimiento del proceso relaciona la
produccion de biomasa con el consumo de sustrato (fuente de carbono) en el mismo
intervalo de tiempo entre la hora 0 y la hora 48.

Para la primera réplica:

UFC UFCy 1000 ml
7 5
:AX:Mt—M0:(7-5*10 7 — 1%10 ml)* 11
S AS So— St 7.647Q — 6.477 % g

L L

UFC
Yxs =64 1010 7

Para la segunda réplica:

UFC UFC\ 1000 ml
8 _ 5
=g=Mt—Mo=(1-43*10 = 25105 )« Ty
®AS S-S 8-2329 -4937+9
L 3
UFC
Yyes = 4.32 % 1010 e

Segun lo obtenido, para las dos unidades experimentales, da como resultado que

UFC UFC
por cada gramo de sacarosa se puede obtener 6.4 x 1010 - 432 %1010 —
respectivamente. Este valor muestra el requerimiento nutricional que tiene la
bacteria para reproducirse en las condiciones nutricionales y de operacién
establecidas en el experimento, ademas de mostrar la cantidad de biomasa que se

puede generar por el aporte de un gramo de sustrato.

Teniendo en cuenta que el sustrato utilizado en la fermentacion tiene varios
componentes y suponiendo que cada uno de estos se aporta en una cantidad
equivalente a su concentraciéon dentro del caldo, se puede decir que para producir

UFC . .
6.4 x 1010 5 de biomasa, se necesitan un (1) gramo de sacarosa (fuente de
carbono). Siendo el Unico componente del que mas aportan nutricionalmente al
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crecimiento de la bacteria. Si esto fuera asi, se consumiria en promedio un 23.8%
de la cantidad de sacarosa presente en el caldo Ashby-sacarosa, libre de nitrogeno,
lo que supone un consumo bajo de la fuente de carbono, posiblemente un bajo
rendimiento, sin embargo, se debe tener en cuenta que la hidrdlisis &cida realizada
bajo la metodologia de FAJARDO y SARMIENTO®’, no cataboliza en su totalidad
las moléculas presentes del medio.

2.3.2.2 Cinética microbiana bajo condiciones de produccion. Durante el
desarrollo de la cinética bajo condiciones de produccion, del caldo de propagacion
Unicamente se conoce la fuente de carbono, manitol que es el sustrato empleado
por la empresa para la preparacion de medios de cultivo de produccion.

Dadas las respuestas experimentales de la cinética estandar, se tom6é como
referencia para la preparacion de material mas precisa, y un conocimiento de la
manifestacion de las fases de crecimiento para Azotobacter chroococcum. En el
anexo H estan los datos crudos obtenidos durante las fermentaciones de las dos
réplicas. La cuantificacion celular se realiz6 mediante la técnica de siembra en placa
segun el numeral 2.1.3.3 y se realizé conteo en placa, como se manifiesta en la
figura 15. Los resultados de los conteos, se manifiestan en la grafica 9.

Figura 15. Diluciones sembradas en la hora 32 de la cinética

Fuente: elaboracion propia

67 FAJARDO y SARMIENTO. Evaluacion de la melaza de cafia como sustrato para la produccion
de Saccharomyces cerevisiae. Op Cit. 78
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Grafica 9. Curva de crecimiento de Azotobacter chroococcum en caldo de
produccion. Réplica 1.
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Fuente: elaboracion propia

Las fases que se identifican en el crecimiento microbiano para las dos réplicas de
la cinética bajo condiciones de produccion identificadas con sombreado de color
corresponden a:

Sector azul como fase de adaptacion, que definido para la réplica 1, el cual parte
desde la hora 0 con una concentracion celular de 5.67*10* UFC/ml y finaliza en la
hora 12 con una concentracion celular de 8.33 *10* UFC/ml, y para la réplica 2, que
inicia hora 0 con una concentracion celular de 1*10* UFC/ml y finaliza en la hora 8
con una concentracion celular de 2.4 *10* UFC/ml. En esta fase, las células de
Azotobacter chroococcum se adaptan al nuevo ambiente fisicoquimico ofrecido por
el medio de produccion de FUNDASES. Gréaficamente y cuantitativamente hay muy
poco crecimiento de la cepa sin variaciones en las concentraciones de biomasa.

Sector verde como fase exponencial, donde las células se reproducen sin
limitaciones nutricionales a una velocidad maxima de crecimiento, esta fase inicia
para la primera réplica en la hora 12 con una concentracion celular de 8.33*10*
UFC/ml y finaliza entre la hora 20, con una concentracion celular de 1.38*108
UFC/ml, para la segunda réplica, esta fase inicia en la hora 8 con una concentracion
celular de 2.4 *10* UFC/mly finaliza entre la hora 20, con una concentracién celular
de 3.87*107 UFC/ml. Para procesos de propagacion microbiana, es una de las fases
mas importantes porque es donde se obtiene el mayor crecimiento, y por lo tanto
mayor produccién de biomasa
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Sector rosa como fase estacionariainicia a partir de la hora 20 para ambas réplicas,
y finaliza en la hora 36, con un promedio de concentracion celular de 1.54*108
UFC/ml y 4.33* 10 7 UFC/ml respectivamente. Los comportamientos para ambas
réplicas se mantuvieron estables.

Sector violeta como fase de muerte la cual inicia a partir de la hora 36 hasta las
48h , alcanzando una concentracion celular final de 3* 10 7 UFC/ml y de 1.59*10
UFC/ml respectivamente.

. Determinacion de los pardmetros cinéticos. La velocidad especifica de
crecimiento para Azotobacter chroococcum se calculo realizando la linealizacion de
la curva de crecimiento en el medio de produccién proporcionado por FUNDASES,
luego se aplicé el método de minimos cuadrados para obtener la recta de regresion,
y por lo tanto la ecuacion de la recta, cuya pendiente representa la velocidad
especifica de crecimiento. Para la anterior linealizacién se tomaron los datos desde
la hora 12 hasta la hora 20, para la primera réplica y desde la hora 8 hasta la hora
20 para la segunda réplica, teniendo en cuenta que estéa es la fase exponencial de
crecimiento del microorganismo.

Grafica 10. Linealizacién de la fase exponencial de crecimiento de Azotobacter
chroococcum en el medio industrial bajo condiciones de produccién

8.500
8.000 y = 0.4023 + 0.2552 A
7500 R2 = 0.9707 //A
£ 7.000
E 6.500 —e—Réplica 1
D
6.000
(@] ;.
S 5500 / —— Réplica 2
y y = 0.2862x + 2.0363
5.000 Rz = 0.9603
4.500
4.000
8 12 {q) 16 20

Fuente: elaboracion propia

De acuerdo la ecuacion 3, una gréfica de Inx vs tiempo tiene como resultado una
linea con pendiente u en unidades de h'l. Siempre y cuando u sea constante, se
manifestaria a partir de la ecuacion 4, el valor de t; en horas.

Dado asi, para la primera réplica, un tiempo de duplicacion de:

In2 In2

ty = — = =1.723h
a7y T 04023 bt
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Y para la segunda réplica, un tiempo de duplicacion de:

In2 In2

t =~ = STaez ol = 2422k

Entre unidades experimentales, la velocidad especifica de crecimiento en el medio
Ashby — sacarosa, la diferencia fue de 0.1161 h! y una diferencia de los tiempos de
duplicacion fue de 42.3 min aproximadamente.

Durante la fase exponencial para ambas réplicas se ajustaron a una ecuaciéon de
orden uno con un R?> 0.96, donde se representa la dispersién alrededor de la linea
de regresion. Pero los pocos puntos obtenidos durante las la fase exponencial, no
permiten dar un ajuste lineal mas alto, adémas que la fase exponencial para la
réplica 1 fue de 8 h mientras que para la réplica 2 fue de 12 h.

Por falta de datos experimentales, puede tenerse un valor estimado con mayor
grado de error correspondiente al tiempo de duplicacion. La segunda réplica obtuvo
un tiempo de duplicacion de 42.3 minutos mas que la primera réplica.

o Seguimiento del pH a lo largo de la propagacion. A lo largo de la cinética
bajo condiciones de produccion, en las dos réplicas, no se regulé el pH, dado que,
en la empresa, este factor no se controla; como se demuestra en la gréfica 11, la
disminucién del pH tanto para la réplica 1 y 2 fueron de 0.95 y 1.58 unidades de pH
respectivamente. Esta variacion se le puede atribuir a que las sales que componen
el caldo industrial, posiblemente actiien como amortiguadores de pH, para evitar la
rapida acidificacion del medio de cultivo.

Grafica 11. Relacién Biomasa/pH registrado para la réplica 1 y 2 para cinética bajo
condiciones de produccion.
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o Seguimiento de la densidad a lo largo de la propagacion. Ademas del
seguimiento cinético durante las propagaciones bajo condiciones de produccion,
otro factor medido durante este seguimiento fue la densidad del medio de cultivo,
segun lo representado en la grafica 12.

Gréfica 12. Curva comparativa de las dos réplicas del comportamiento densidad de
Azotobacter chroococcum bajo las mismas condiciones de produccion.
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Fuente: elaboracion propia

Segun la grafica 12, ambas propagaciones mantienen densidades semejantes a lo
largo de las fermentaciones, a escala de 5L, donde el cambio mas notable se
manifestd a partir de la hora 40, la variacion de la densidad se debe al aumento de
biomasa y también la formacién de biofilms segregados por las bacterias y también
dado la fase de muerte que inicia a las 36h, donde se demuestra un gran cambio de
la morfologia de las células, y aumento de los exopolisacaridos producto de las
bacterias. DE BELS, Marisa, et al., en su trabajo growth of indigenous Azotobacter
spp. under various cultural conditions®® en el 2016, manifestaron también un
aumento en la densidad del caldo usado (Caldo Ashby-manitol) para la cepa nativa
de Azotobacter spp. en Thailandia.

o Seguimiento en la morfologia durante la produccién de biomasa.
Durante las propagaciones de biomasa, se realiz6 un seguimiento de la morfologia
de la cepa microscOpicamente, mediante la tincion de Gram, de acuerdo al numeral
2.1.3.5. del presente documento. Este seguimiento permite revisar las condiciones
de viabilidad de las células mediante tincién de Gram.

68 DE BELS, Marisa, et al., Growth of indigenous Azotobacter spp. under various cultural conditions.
Kasetsart University. Thailand. En: The 43rd Congress on Science and Technology of Thailand
(STT 43). P 93.
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La figura 16, consiste en la recopilacion de fotografias de tinciones de gram
realizadas a partir de las alicuotas obtenidas de las propagaciones realizadas,
donde claramente se puede observar que durante las primeras 20 h de propagacion,
Azotobacter chroococcum mantiene la forma que la caracteriza, de forma
cocobacilos levaduriforme, de color fucsia tras tincion de Gram. A medida que va
aumentando el tiempo de propagacién, esta bacteria tiende a aglomerarse en
duplas o racimos. Las fotografias que demuestran esta morfologia corresponden a
células que provienen de un cultivo joven, de segunda generacion, donde las
bacterias aun son jovenes y mantienen un mayor nivel de actividad metabdlica lo
gue representa el uso de biomasa mas efectiva en la fijacion de nitrégeno

Después de las 36h y hasta las 48h se puede observar una variacion en la
morfologia tomando forma de bacilos, que podria estar relacionada con las cinéticas
realizadas, dado que, a condiciones de produccién, inicia la fase muerte a partir de
la hora 36. Se puede atribuir una relacién directa con el aumento de la densidad del
medio y el cambio de morfologia, dado que se presenté un aumento representativo
de la densidad a partir de las horas de muerte manifestadas en las graficas de la
cinética.

Figura 16: Efecto en la morfologia durante la produccion de biomasa.
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Finalmente, para concluir este capitulo, se resalta que entre las 8 -20
independientemente de la fuente de carbono se configura la fase exponencial,
resaltando la importancia de la fase para procesos de propagacion, dado que la
velocidad de crecimiento es maxima y no hay limitacion del crecimiento, ni por
sustrato, ni existe la presencia de inhibidores.®,’© dando como resultado
comparativo entre las fuentes de carbono sacarosa y manitol, los parametros
cinéticos promedio, las velocidades especificas de crecimiento (i) sacarosa es de
0.202 ™' y un tiempo de duplicacion (ts) de 3.42 h y que con sustrato manitol, el p
es 0.344 h™ly tade 2.01 h, lo que indica que la bacteria demora mas en reproducirse
bajo un medio de sacarosa, el cual representa una diferencia de (u) 0.14 h™ly (td)
1.41h.

Ademas, ante el maximo crecimiento alcanzado a las 20h de propagacion, se podria
plantear una reduccion de costos, dado que el proceso actual usado por la empresa
para las propagaciones, tardan 48h. Conocida su cinética, se podria hablar de
reduccion de tiempo en propagacion incidiendo en la disminucion en el consumo
energético, y también una disminucion en la demanda de materias primas causando
una disminucion dado que se habla cerca de una reduccién cercana al 50% de la
concentracion actualmente utilizada, dado el consumo maximo evidenciado fue de
3.53 g de sacarosa.

También segun el seguimiento de pH durante la propagacion de biomasa bajo
condiciones estandar, cuya fuente de carbono fue sacarosa, se presentd una
acidificacion mas rapida (también como lo demostrado en las pruebas preliminares)
pero no alcanza niveles de pH por debajo de los estimados para propagaciéon dando
como conclusion que una variacion de pH no interfiere para el desarrollo de cada
una de las fases de la célula. Pero se debe tener en cuenta que, bajo medio de
Sacarosa, se debe procurar no dejar acidificar tanto el medio, dado que, si el pH no
se encuentra dentro del rango establecido, puede haber inhibicién de crecimiento,
situacion que no se manifestd en la propagacion realizada bajo condiciones
industriales, donde las condiciones nutricionales de medio industrial, se evidenci6
un crecimiento hasta 1 x 10 @ UFC/ml. Los componentes del medio de cultivo pueden
actuar como buffer que amortiguan la variacion en la reduccion del pH al comparar
con el efecto causado por el cultivo en la cinética estandar, pero dichos
componentes no se conocen dado que la formulacién es de secreto industrial.

69 DUARTE Op cit 54
© DORAN Op cit 291
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3. ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL BIORREACTOR

En este capitulo se dan a conocer las dimensiones que corresponderian al disefio
del biorreactor a escala banco para la propagaciéon de biomasa de Azotobacter
chroococcum, donde se relacionan los calculos para las dimensiones del recipiente,
distancia entre los agitadores bajo las relaciones de disefio y una propuesta de
material para la construccion del biorreactor.

Las especificaciones técnicas parten del comportamiento de las variables obtenidas
de la cinética realizada bajo condiciones de produccion. Las variables obtenidas
como el pH que oscilo por las primeras 20 h entre 7.84 hasta 7.27, la hora 20
corresponde la hora de interés para la propagacion del microorganismo, donde es
inicio de la hora de latencia, y el pH transcurrido las 48h es de 6.57.

La temperatura se establecié segun reportes bibliograficos de OROS DAMIR et al;
CAMELO RUSINQUE et al; BORDA MOLINA et al, definido en 30°C +- 2°C.

Dado que Azotobacter chroococcum es aerdbico, se requiere un sistema de
aireacion en el prototipo, donde cumpla con una aireacion interna de 1 vvm.

El sistema siempre debe mantenerse en constante agitacién, para favorecer la
transferencia de masa y que el microorganismo pueda acceder a los nutrientes
presentes en el medio.

Con respecto al caldo de cultivo, es un medio liquido donde la composicion de agua
corresponde aproximadamente al 98.912% p/p, la composicién conocida de la
fuente de carbono es manitol, correspondiendo a aproximadamente al 0.9891% p/p
del medio. Los macro y micronutrientes son de secreto industrial. Pero estos en la
composicion final del medio oscilan en un 0.099% p/p del total del medio de cultivo.

3.1 MODO DE OPERACION

Existen tres modos principales de operacion de un biorreactor: discontinuo, de
alimentacioén intermitente y continuo, "*pero los que son aplicados mas frecuentes
para el crecimiento de microorganismos en medio liquido corresponde a continuo y
batch.”? Cabe resaltar que el sistema corresponde a un medio aerobio, donde
constantemente se debe agregar un flujo de aire entrante debido a la baja
solubilidad del oxigeno en medio acuoso, también mientras se elimina el diéxido de
carbono y otros gases que son producidos en el proceso, por eso se considera en

L DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Ed. Acribia S.A. Zaragoza (Espafia).
1995. Pag. 371

2 CARDONA ARRIETA Jessica Paola. Desarrollo de la ingenieria basica para la produccion de la
bacteria Bacillus popilliae en control de chiza a nivel de planta piloto en the elite flower Itda.
2011.Tesis para optar el titulo de Ingeniero Quimico. Universidad de América. Bogota D.C. p. 20-21.
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los reactores tipo batch que lo Unico prevaleciente para entrada y salida de
sustancias son de tipo liquido.

El modo escogido fue batch, dado que ofrece ventajas como su facil manejo de
operacion y construccion, ademas minimiza los riesgos por contaminacion por
microorganismos externos.”® En este modo, todos los nutrientes y biomasa inicial
son agregados al inicio de la preparacion del lote, excepto el oxigeno y sustancias
quimicas que son utilizadas para efectos de regulacién de pH como lo son el NaOH
al 0.1N y el HCI al 0.1 N. Una vez agregados al sistema, no se vuelve a agregar
demads sustancias, y se espera al tiempo de reaccion establecido. A diferencia de
los sistemas continuos, dado que, en estos durante la produccion de un lote, los
nutrientes deben ser agregados continuamente y partes del caldo el cual puede
llegar a contener contenido de biomasa si es retirado de manera continua, al
implementar este tipo de sistema, incrementa el costo con respecto al modo batch.

3.2 BALANCE DE MATERIA

Al ser el modo de operacion tipo batch, la biomasa no es agregada ni retirada en el
transcurso de la reaccion, por lo tanto, se describe en la siguiente ecuacion,
partiendo desde un balance general, representado de igual manera en la figura 27.

Ecuacion 10. Ecuacion del balance general

Masa que Masa que Masa Masa Masa
entra a - sale a + generada consumida acumulada
traves de traves de dentro del | - dentrodel | = | dentro del
los limites los limites sistema sistema sistema
del sistema del sistema

Fuente: elaboracion propia guiada por DORAN. 74

Figura 17. Representacion basica de balance de materia

N . — Ir

s Sistema de

0 reaccion Sf

Xy, —» —
f

Fuente: elaboracion propia.

73 KARANTHAND. G; RAJ, E. Fermentation Technology and Biorreactor Design. 2da

edicién. Food Science and Technology. New York. Marcel dekkar. 2006. ISBN 987-9381-16-5, citado
por ACOSTA Yoel Alfonso. Disefio de un biorreactor para la produccion de inoculo de Salmonella
Enteritidis. 2018. Planta de bioplaguicida de Matanzas. Cuba. P 14.

74 DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos., Op Cit. p 54.
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Donde:

t,: Tiempo inicial
S, Sustrato inicial
X,: Biomasa inicial
ty: Tiempo final
S¢: Sustrato final
X, Biomasa final

Partiendo de la ecuacién 10, del balance general, la ecuacién 11 describe el balance
de masa general para un reactor discontinuo.

Ecuacion 11. Sistema general de reaccion
dM
F= Mi_M0+RG_ RC
Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,

Espana. 1995. ISBN: 8420008532. 371 p.

Donde:

am : , : .
—; - termino diferencial de acumulacion donde M es la masa del componente A en

el reactor y t el tiempo.

M;: masa de entrada de A al reactor

M,: masa de salida de A al reactor

R;: velocidad masica de generacién de A por reaccion
R.: velocidad masica de consumo de A por reaccion

Con las afirmaciones anteriores se entiende como M; = M, = 0 dado que la biomasa
ni entra ni sale del recipiente mientras sucede la reaccién de propagacion.

Aunado a esto, se sabe que:
Ecuacion 12. Expresion de la velocidad masica de generacion.
RG - TxV

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Donde r, corresponde a la velocidad volumétrica de produccion de biomasa, dada
en unidades por ejemplo de kg m= sty V es volumen.

Ademas, durante la fase tanto de crecimiento y de decrecimiento celular, la
velocidad de crecimiento celular se describe mediante la ecuacion
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Ecuacion 13. Expresion de la velocidad volumétrica de crecimiento.
Ty =X *[d

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Donde:
x: concentracion celular de células viables con unidades por ejemplo de kg m-3
u : velocidad especifica de crecimiento.

Si se produce muerte celular durante el crecimiento,

Ecuacion 14. Expresion de la velocidad masica de consumo.

‘ RC = TdV ‘
Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Donde:
r4: velocidad volumétrica de muerte celular

Y a su vez, mediante una ecuacion de primer orden
Ecuacién 15. Ecuacion de primer orden.
Tq = de

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Donde:
K,: constante especifica de muerte celular.
x: biomasa.

Partiendo de lo anterior y para el balance de materia de células en un reactor tipo
batch corresponde a:

Ecuacion 16. Ecuacion para células en reactor batch
d(xV)
dt

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espaia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

= uxV — K xV
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Siendo el volumen V constante a lo largo de la reaccion:

Ecuacion 17. Expresion para volumen constante
dx
- = —K
dt (u a)x
Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,

Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Organizando las variables para integracion se tiene que

dx
< (u— Kg)dt

xdx t
f7= (u— Ky dt

Xo to

Integrando y teniendo en cuenta que t, = 0

Inx —ILnxy = (u— Kyt

1 (x)— (U= Kt
n Xy H d
— e(#_Kd)t

xo(e(M—Kd)t)

x
Xo
x:

Se aplica para cultivo tipo batch que u = u,,,4, durante la mayor fase de crecimiento,
por lo tanto.

Ecuacion 18. Expresion para la fase exponencial en un cultivo tipo batch.

X =X (e(#méx_Kd)t)

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Si x¢ es la concentracion final de biomasa tras un tiempo de cultivo batch t, se
obtiene, partiendo desde la ecuacion 18 del cambio de variable de t a ¢,

Xf
In (_) = (.uméx - Kd)tb
Xo
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Donde:

t,: tiempo de retencion en un reactor batch
X¢; biomasa final

X,: biomasa inicial

K,: constante especifica de muerte celular.
Umsx: velocidad maxima de crecimiento

Si la velocidad de muerte celular es despreciable en comparacion con la de
crecimiento expresado como K; < us, S€ obtienen las ecuaciones 19 y 20.

Ecuacion 19. Biomasa para modo de operacion batch.

X = xo (eﬂméx * t)

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Ecuacion 20. Tiempo de cultivo para modo de operacion batch.
1 x

t, = * In (—f)

HUmax Xo

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 375 p.

Mediante la ecuacion 20 se puede calcular el tiempo necesario para alcanzar una
determinada poblacion celular x; a partir de una poblacion inicial x,.

Reemplazando la velocidad especifica de crecimiento, la concentracion inicial de
biomasa y teniendo en cuenta la concentracion final de biomasa al finalizar la fase
exponencial, es decir en la hora 20, se obtiene la ecuacion 21y 22.

Ecuacién 21. Célculo del tiempo en operacion batch para la primera réplica de las
cinéticas bajo condiciones de produccion

1 (138 + 10° UFC/ml
= *
0.402h-1  "\'5.67 + 10% UFC/ml

tp

t, = 19.39h

Fuente: elaboracion propia.

Para obtener una concentracion de biomasa igual a 1.38 * 108 UFC /ml, partiendo
del dato de respuesta del cultivo discontinuo seguido anteriormente, como cultivo
inicial de 5.67 * 10* UFC /ml, se necesario un transcurso de 19 horas y 23.4 minutos
aproximadamente.
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Ecuacion 22. Calculo del tiempo en operacion batch para la segunda réplica de las
cinéticas bajo condiciones de produccion.

1 3.87 * 107 UFC/ml
tp= —————* In
0.286 K1 1% 10* UFC/ml
t, = 28.86 h

Fuente: elaboracion propia.

Para obtener una concentracién de biomasa igual a 3.87 * 107 UFC /ml, partiendo
del dato de respuesta del cultivo discontinuo seguido anteriormente, como cultivo
inicial de 1 = 10* UFC/ml, se necesario un transcurso de 28 horas y 51.6 minutos
aproximadamente.

A partir de los resultados experimentales, se determinaron los resultados para un
cultivo para modo de operacion batch, con una diferencia de 9h y 28.2 minutos, es
una diferencia que puede determinar mucho mas consumo energeético en el tiempo
de las propagaciones de biomasa. Por lo que se determind un rango de 19-28h de
retencion en el tanque.

3.3 BALANCE DE ENERGIA

Para el balance de energia que requiere el disefio Unicamente corresponde al calor
requerido para mantener el sistema a temperatura de crecimiento requerida para el
microorganismo 30°C de la siguiente manera, expresado en la ecuacion 23.

Ecuacién 23. Balance de energia térmica para operacion batch

J
Q(Tequerido) = Mmedio de cultivo) [kg] * Cp(medio de cultivo) [Kg—*K] * AT [K]

Fuente: DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos. Acribia,
Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 93 p.

Donde:

Q: calor requerido

Cp: capacidad calorifica de la sustancia
m: masa

AT: diferencial de temperatura

De acuerdo a las variables para el calor requerido de la ecuacion 23, se debe

conocer la masa del medio de cultivo en kg y el Cp del medio de cultivo en unidades
de Jkg 1K1
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3.3.1 Masa del medio de cultivo. Dado que el medio de cultivo, el acceso a la
composicion tanto de macro y micro nutrientes es nula, se hace una estimacion para
caldo de cultivo conocido Ashby-manitol. El cual esta constituido por agua
correspondiente al 98.912%, la fuente de carbono es manitol, constituye al 0.9891%
del medio. Los macro y micronutrientes constituyen en un 0.099% del total del medio
de cultivo, lo cual esta representado en la tabla 10.

Tabla 10. Valores de densidad de los componentes del medio liquido Ashby-manitol
COMPOSICION DENSIDAD a

REACTIVO g/L (%) 30°C (kg/m?)
Agua 1000 0.9891 996.0159
Manitol 10 0.0099 1480-1520
Fosfato dipotasico de hidrégeno 0.2 0.0002 2440
Sulfato dg magnesio 0.2
heptahidratado ' 0.0002 2660
Cloruro de sodio 0.2 0.0002 2160
Sulfato de calcio 0.2 0.0002 2320
Carbonato de calcio 0.2 0.0002 2710

Fuente: elaboracion propia, basada en informacion de CENGEL, Yunus A,
BOLES, Michael A. Termodinamica. 7ma edicion. 2012. Mexico: McGraw-Hill, 1999.
pg 914. (recursos electrénicos Knovel)

La densidad de la mezcla es calculada de la siguiente forma, bajo la ecuacion 24:

Ecuacidon 24. Densidad del medio de cultivo

k
Pm [ g/m3] = Pu,o0 * 98.91% + pcyn,, 0, * 0,9% + 0.02% (pk,Hpo, + PMgso,
+ PnacitPcaso, TPcacos)

Fuente: elaboracion propia, basada en DORAN, Pauline. Principios de ingenieria
de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. p 93.

Donde:
pu: Densidad del medio

75 CENGEL, Yunus A., BOLES, Michael A. Termodinamica. 7ma edicion. 2012. Mexico: McGraw-
Hill, 1999. pg 914.
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Desarrollando la ecuacion 24 se obtiene lo siguiente:

Our [kg/mg] = 996.0159 * 98.91% + 1500  0,9% + 0.02% (2440 + 2660 + 2160
+ 2320 + 2710)

oy [kg/m3] = 1002.447

Al conocer la densidad del medio de cultivo, se puede determinar su masa.

Ecuaciéon 25. Masa del medio de cultivo

kg
Mpytedio de cultivo [kg] = Pm [ /m3] * VMedio de cultivo

Fuente: elaboracion propia, basada en DORAN, Pauline. Principios de ingenieria
de los bioprocesos. Acribia, Espafia. 1995. ISBN: 8420008532. 93 p.

Desarrollando la ecuacién 25 se obtiene lo siguiente:

kg 1m3
Mutedio de cultivo K9] = 1002.447 ﬁ* SL * 1000 L = 5.0122 kg.

3.3.2 Calor especifico del medio de cultivo (Cp). Segiin CARDONA 78, el calor
especifico del medio de cultivo también se establece como una mezcla, donde se
debe conocer el calor especifico de cada sustancia y sus fracciones
correspondientes.

El calor especifico para el agua correspondera a 30°C, dado que es la temperatura
del crecimiento de Azotobacter chroococcum y dicha temperatura se mantendra
mientras concluye la reaccion de propagacion.

Para obtener el Cp molar del agua, se calcula mediante la capacidad calorifica de
liquidos mediante la formula

Ecuacidn 26. Calor especifico del agua en funcién de la temperatura

C, =A+BT + CT? + DT>,

Fuente: COKER, A. Kayode. Ludwig's Applied Process Design for Chemical and
Petrochemical Plants, Volume 2. 4th Edition. 2010. Elsevier. 1 p.

Los términos A, B, C y D corresponden a los coeficientes de regresion para el agua,
en [J/ mol*K] y T corresponde a la temperatura establecida en K.

76 CARDONA ARRIETA Jessica Paola. Op Cit p. 20-21.
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Tabla 11. Coeficiente de regresion para compuestos quimicos, Agua.
A B C D
92.053 -4.00E-02 -2.11E-04 5.35E-07
Fuente: COKER, A. Kayode. Ludwig's Applied Process Design for Chemical and
Petrochemical Plants, Volume 2. 4th Edition. 2010. Elsevier. 1 p.

Desarrollando la ecuacion 26 y con base en las constantes de la tabla 21, se estima
que el Cp del agua a 30°C seré la presentada a continuacion:

= [92.053 — (4 * 1072 * 305.15) — (2.11 * 10~* % 305.152) +
(5.35 % 1077 * 305.15%)] * —Z

mol+K’

C
P H,0 @303.15K

Cp H,0 @ 303.15K = 75444 mol x K

Conocida la capacidad calorifica del agua a 30°C, se deben calcular la capacidad
calorifica del resto de las sustancias que componen el medio de cultivo, para este
andlisis se partio de la composicién del caldo Ashby, Dado que no se tuvo el acceso
a la informacion del caldo industrial.

Tabla 12. Capacidad calorifica de las sustancias presentes en el caldo ashby-
manitol.

s Cp 30°C C
REACTIVO /L COMP(O)SICION Masa Molar p
g (%) (@/mol)  (/mol*K)  (J/kg*K)
Agua 1000 98.912% 18.000 75.404 1.357
Manitol 10 0.989% 182.172 239.000 43.539
Fosfato dipotasico de
.y 0.2 174.176 25.308
hidrégeno 0.020% 145.300
Sulfato de magnesio
heptahidratado 0.2 0.020% 120.368 158.990 19.137
Cloruro de sodio 0.2 0.020% 58.500 190.454 11.142
Sulfato de calcio 0.2 0.020% 136.141 182.000 24.778
Carbonato de calcio 0.2 0.020% 100.087 67.447 6.751

Fuentes: elaboracion propia, realizada bajo la informacién proporcionada de
YAWS, Carl L. Yaws' Critical Property Data for Chemical Engineers and
Chemists. (2012; 2013; 2014). Knovel y YAWS, Carl L. Yaws' Handbook of
Thermodynamic Properties for Hydrocarbons and Chemicals. 2009. Knovel.

Con base a la informacion de la tabla 12, se calcula el Cp del medio de la siguiente
manera, bajo la ecuacién 27.
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Ecuacion 27. Calculo para Cp. del medio Ashby-manitol

7o
Kg K
= Cpu,o * 98.91% + Cpc u,,0, * 0,9% + 0.02% (Cpk,upo, + CPMgso,
+ ConacitCPcaso,CPcacos)
Fuente: COKER, A. Kayode. Ludwig's Applied Process Design for Chemical and
Petrochemical Plants, Volume 2. 4th Edition. 2010. Elsevier. 1 p.

CpMedio [

Por lo tanto, reemplazando cada Cp en la ecuacion 27, se tiene lo siguiente:

] |
g

+11.142 + 24.778 + 6.751); Chuedio [ﬁ] = 75.071 Kg]* =

CpMedio [

Finalmente, el calor requerido para el sistema se calcula de la siguiente manera
Retomando la ecuacion 23:

]
Q(requerido) = M(medio de cultivo) [kg] * Cp(medio de cultivo) [m] * AT [K].

J
Qurequeriao) = 50122 kg * 75.071———x (305.15 — 295.15)K

Q(requerl’do) =3794.73 ]

3.3.3 Balances de calor para el sistema. La energia que necesita el sistema puede
intercambiarse mediante la transferencia convectiva, que conlleva a los sistemas
liquidos que corresponden al medio de cultivo y al liquido refrigerante del
enchaguetamiento, el cual consiste en agua que pasa a través de la chaqueta, y
existe transferencia de calor mediante conduccion, que refiere a la pared del
biorreactor. Dado al tamafio propuesto, existe una gran relacion entre la superficie-
volumen, y se notara un efecto positivo para mantener la temperatura en niveles
optimos de 30°C +- 2°C si se genera una remocion de calor.

Se parte desde una ecuacion inicial para el planteamiento general del balance
energético del biorreactor a manera macroscopica:
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Ecuacion 28. Balance general de balance de calor para un biorreactor

Qacc = Qmet - Qexch - Qevap - Qsen

Fuente: GUTIERREZ ROJAS, M. et al. Heat transfer in Citric Acid Production by
Solid State Fermentation. Process Biochemistry 1996. v 31,n4:363-9 pp.; vy
PANDEY, A. Solid State Fermentation in Biotechnology: Fundamentals and
Applications. Neuropsychological rehabilitation. 2001. Asiatech Publishers Inc. New
Delhi. 75 p.

Donde:

Qqcc: Tasa de acumulacion

O.e¢: Tasa de generacion de calor por el metabolismo

Q..cn: Tasa de calor de intercambio de los alrededores o al intercambiador
Qevap:Tasa de perdida de calor de evaporacion del medio

Q,cn: Tasa de ganancia de entalpia sensible de corriente de aire (entrada-salida).

Dada la ecuacion 28, se estima que, para el balance del sistema planteado, la tasa
de acumulacion (Q,..) sea de 0, al igual que la la pérdida de calor (Q'evap) para este
andlisis se asume como 0, dada que la perdida por evaporacion es realmente
despreciable para el sistema, dado que el aire de salida no es de temperatura
cercana a la del cambio de fase, reacomodando los términos de la ecuacién 28, da
como resultado:

Ecuacién 29. Balance general de balance de calor para un biorreactor

0= Qmet - Qexch - Qsen

Fuente: elaboracion propia a partir de informacion de GUTIERREZ ROJAS, M. et
al. Heat transfer in Citric Acid Production by Solid State Fermentation. Process
Biochemistry 1996. v 31,n4:363-9 pp.; y PANDEY, A. Solid State Fermentation in
Biotechnology: Fundamentals and Applications. Neuropsychological rehabilitation.
2001. Asiatech Publishers Inc. New Delhi. 75 p.

Para obtener el calor generado de metabolismo, representado como el calor del
crecimiento celular, Q,,.; durante un proceso de propagacion, seria conveniente
conocer el calor molar de combustion del sustrato que es consumido. 7

" FIGUEROA MONTERO, Arturo Alejandro. Modelamiento de la transferencia de calor y masa
(agua) en un biorreactor de charolas para fermentacién en medio solido. 2011. Tesis para obtener
el grado de Doctor en biotecnologia. Universidad Autbnoma Metropolitana. Iztapalapa. p35
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Ecuacion 30. Expresion general para un proceso aerobio.
Sustrato + 0, - Biomasa + CO, + H,0 + Qet

Fuente: PANDEY, A. Solid State Fermentation in Biotechnology: Fundamentals and
Applications. Neuropsychological rehabilitation. 2001. Asiatech Publishers Inc. New
Delhi. 75 p.

DUTTA, Rajiv, asegura que el calor de la combustién de los microrganismos es
bastante constante con un valor tipico de 5 kcal / g. Donde la cantidad de calor
generado depende de la eficiencia de la utilizacion de energia de carbono.

La cantidad de calor generado depende de la eficiencia del carbono y el
aprovechamiento energético. Por lo tanto, la medicion del calor de la fermentacién
puede estar relacionada indirectamente con el crecimiento celular. 78

El calor sensible, Q.,,, puede ser calculada a partir de la entalpia del aire, la cual es
generalmente definida por PANDEY, A. et al.

Ecuacion 31. Entalpia del aire
Qsen = ((0.24 + 0.45H)T + AH) * mi de aire seco

Fuente: PANDEY, A. Solid State Fermentation in Biotechnology: Fundamentals and
Applications. Neuropsychological rehabilitation. 2001. Asiatech Publishers Inc. New
Delhi. 75 p.

Donde Q,,,, hace referencia a la entalpia del aire himedo en unidades de [kcal/kg
aire seco]. H: es la humedad absoluta del aire [kg agua/kg aire seco], el cual es
obtenido mediante la lectura de la carta psicométrica disefiada para Bogota por
ALONSO PUERTO, Efrain’ Esta carta se puede encontrar en el anexo | del
documento. A, como el calor latente de vaporizacién del agua [kcal/kg agua], y T,
temperatura a la que esta. Por lo tanto, se tiene que:

Un valor de humedad absoluta del aire de 111.25 grains/lbm, convertidas a Sl, se
obtiene que

grains 6.47989 * 10~°kg 2.2046 lbm
% *
Ibm 1 grain 1kg

A
H = 00159 —9 9%

H=111.25

kg aire seco

78 DUTTA, Rajiv. Fundamentals of biochemical engineering. 2008. Ane Books India, 2008 Editorial
Springer. ISBN 978-81-8052-202-4. P119.

79 ALONSO PUERTO, Efrain. Bogota psychrometric chart. Pagina web[En linea] Consultada el 30
de octubre de 2019. Disponible en: https://efrainpuerto.files.wordpress.com/2011/12/bogotc3al-
psychrometric-chart.pdf
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Por lo tanto, se conoce como Q.

' kg agua kcal
Qsen =1 0.24 + <0.45 *0.0159 ) % 30°C + 539_4k_g80

kg aire seco
kg agua

£0.0159 —9 I _
kg aire seco

kcal

dsen = 15.987 ——
Csen kg aire seco

Partiendo de la ecuacién 29, se puede conocer la tasa de intercambio de calor:

Qexch = Qmet — Osen

Se convierte todo el calor obtenido Unicamente a unidades de Watts,
Donde:

. c kcal 2 066 « 10-5 g de Sacarosa Consumida 4184 |
= *x 2. * *
Qmet g s 1 kcal

Qmet == 0.4‘32 w

Y para Qgep:
Se parte de las definiciones

m |4 . ..
p=3Yy Q= e donde se iguala volumen, generando una expresion:

Ecuacion 32. Relaciones de densidad y caudal para determinar flujo masico.

. Q
m=—
p
Fuente: elaboracion propia.
Donde:
m: Flujo masico
Q: Caudal
p: Densidad

Donde el caudal Q corresponde al flujo de aire de entrada por la bomba neumética
de 2.11 L/min; t es el tiempo de propagacion estimado a 20h; p como densidad del
aire a una temperatura de 20°C, de 1.204 kg/m®segun CRITTENDEN, John C 8!

80 CENGEL, Yunus A., BOLES, Michael A. Termodinamica. 7ma edicién. 2012. Mexico: McGraw-
Hill, 1999. pg 914.

81 CRITTENDEN, John C. et al. MWH’s Water Treatment - Principles and Design (3rd Edition) - En:
B.2Change in Atmospheric Pressure with Elevation. John Wiley & Sons. p1859.
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L 1m3 *imin
min 1000L 60 s

1.204 X9
m

211

m =

o = 2921  10- kg de aire seco
= . * .
m S

Entonces:
. 15.987 kcal 2921 % 10-5 kg de aire seco 4184 |
= . ————— A * *
Qsen kg aire seco s 1 kcal

Qsen, = 1.954w

Por lo tanto, el calor de intercambio sera:
Qexch = Qmet - Qsen

Qexch =0.432w — 1.954 w.

Qexcn = —1.522 w.
El signo negativo indica que es un calor de enfriamiento, lo cual concuerda con
DUTTA, lo que significa que se debe poner un sistema de enchaquetamiento que
retire -1.522 W del calor generado durante la propagacion de biomasa. Se plantea
agua como refrigerante para retirar este calor.

Dado que el Q.. €s la tasa de calor de intercambio de los alrededores o al
intercambiador quiere decir que este calor es igual al recibido por el agua de
refrigeramiento lo que quiere decir que:

Ecuaciéon 33. Tasa de calor de intercambio en los alrededores.

Qexch = QHZO = My,o * CPu,0 * AT

Fuente: elaboracion propia.

De la ecuacién 33, se puede obtener el flujo masico de agua requerido en el sistema
para mantener la temperatura del medio en el parametro establecido de 30 + 2°C.
Para ello se asume una diferencia de AT = —1°C = —1 K, no se fijan unos valores
dados que estos se acoplaran a la temperatura que sera medida cuando el reactor
ya este instalado.

Despejando de la ecuacion 33 se obtiene que:
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Ecuacion 34. Flujo masico para intercambio de calor en el biorreactor

m _ QHZO
H20 CpHZO * AT

Fuente: elaboracion propia.

Donde:
Cp,0 = 41sokg+K segin CENGEL, Yunus.82

, —1.522w

mH20 = ]
. _s kg S kg
My,o = 3.641x10 4?* 3600E = 1.3117

Dando como resultado, un flujo de agua refrigerante de 1.311— durante la
propagacion de biomasa.

kg
h

3.4 SELECCION DE MODO DE AGITACION.

La produccién de biomasa de Azotobacter chroococcum, es un proceso aerobico,
siendo una de las tareas mas dificiles de lograr dado que la solubilidad del oxigeno
en agua es muy baja, incluso menos en caldos de fermentacion.?3 OROS DAMIR®*
resalta que un porcentaje el cual debe mantenerse esta bacteria es de una presién
parcial de oxigeno en aproximadamente pO230%. Para proporcionar un porcentaje
parcial de oxigeno constante a lo largo de la fermentacion, se debe contemplar una
constante agitacion para hacer que se favorezca mas esta transferencia, ademas
que también favorecera la mezcla de macro y micronutrientes para mantener una
propagacion homogénea.

3.5 CONFIGURACION GEOMETRICA Y DIMENSIONADO

Definiendo el modo de operacion de acuerdo al numeral 3.1 donde fue establecido
el modo de operacion tipo Batch, el biorreactor consistira en un recipiente de vidrio
borosilicato, dado a la particularidad de que es traslucido y permite ver a través del
biorreactor y poder realizar seguimientos cualitativos in situ, del contenido del
biorreactor, entre otras caracteristicas, el vidrio boro silicato tiene la resistencia a
cambios bruscos de temperatura, el cual resiste las condiciones de la autoclave.

82 CENGEL, Yunus A., BOLES, Michael A. Termodinamica. 7ma edicién. 2012. México: McGraw-
Hill, En: Tablas de propiedades, figuras y diagramas (unidades Sl), Tabla A-3. p 912.

8 DUAN, Y., & Shi, F. Bioreactor design for algal growth as a sustainable energy source. En;.
Reactor and Process Design in Sustainable Energy Technology. 2014. PP 30

8 OROS, Damir et al.. Op. Cit., p. 1
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La geometria del biorreactor corresponde a ser cilindrica, cuyo volumen
corresponde a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 35. Ecuacion de volumen para el biorreactor
dZ

Vbiorreactor = T * Z * h

Fuente: GEANKOPLIS, Christie J. Procesos de transporte y operaciones unitarias.
Tercera edicion. México. 1998. Compalia editorial continental, S.A. pg 165.

Donde:
V:Volumen
d: Diametro
h: Altura

Donde se debe llevar a cabo la heuristica de la relacion del volumen y el didmetro.

Ecuacidon 36. Heuristica de disefio, relacion diametro y altura.
2
d=~=h
3

Fuente: TRUJILLO ROLDAN, Mauricio. Memorias del Il Curso Internacional
Escalado de Bioprocesos y Entrenamiento en Operacion de Biorreactores. [6 de
septiembre del 2012]. Consultado el 30 de octubre de 2019. Pagina web, disponible
en https://ciencias.medellin.unal.edu.co/eventos/cursodebiorreactores/

Si se igualan las ecuaciones 35 y 36, se obtiene la siguiente relacién

Ecuacion 37. Altura de biorreactor a partir de las relaciones de heuristicas

h o= 3 Vbiorreactor *9
T

Fuente: GEANKOPLIS, Christie J. Procesos de transporte y operaciones unitarias.
Tercera edicion. México. 1998. Compalia editorial continental, S.A. pg 165.

317+ 1073m3 %9
h =
T

h=0.2716m; d =0,1811m

A continuacion, en la figura 18, a modo de ejemplificacion de todas las dimensiones
presentes del tanque de mezclado, calculadas en la ecuacién 37.
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Figura 18. Dimensionado del recipiente del biorreactor

271

Fuente: elaboracion propia en Solid edge, 2020. Version de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.

Para el momento de la operacion del biorreactor, se debe utilizar solo del 60-75%
de su volumen total la por seguridad en la operacién. Conociendo esto, el 75%
correspondiente a un volumen total de 5.25 * 1073 m3.

Para conocer la altura del medio liquido, se parte de la ecuacion 38.

hy, =[R2 - 0.2468 m.
T

Para el dimensionamiento interno, correspondiente a los agitadores y placas
deflectoras necesarias, el uso de estos, son usados para velocidades altas, dado a
que, si no estan presentes, se puede generar la formacién de vortices (remolinos) y
esto no genera una buena capacidad de mezclado.®® La figura 19 representa el
dimensionamiento interno para el tanque agitado.

Para la funcionalidad del proceso para favorecer la transferencia de masa del medio
de cultivo a las células, ademas del intercambio gaseoso del aire constantemente
entrante, se escogen los agitadores de turbina de disco (Turbina Rushton), estas
pueden tener entre cuatro a seis aspas planas, también sobresalen dado a que
estas permiten manejar un amplio rango de viscosidad. Otra particularidad de este
tipo de agitadores, es su orden de velocidad media, que oscila entre las 100 a 300

85 GEANKOPLIS, Christie J. Procesos de transporte y operaciones unitarias. Tercera edicion.
México. 1998. Compalia editoral continental, S.A. pg 165.
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rpm, son incluso mas econdmicas y faciles de construir que los agitadores de hélice
o de placas inclinadas.

Figura 19.Tanque con deflectores con un agitador de turbina de seis aspas con

disco, que muestra patrones de flujo: A) vista lateral, b) Vista superior, c)
dimensiones de la turbina y el tanque.
rE

Deflectores u |

Brecha
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(c)
Fuente: GEANKOPLIS, Christie J. Procesos de transporte y operaciones unitarias.
Tercera edicion. México. 1998. Compalia editoral continental, S.A. pg 165.

QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo.8”, CASTILLO URIBE, Vladimir., y GEANKOPLIS,
Christie J. y TREYBAL., Robert E., establecieron que existen semejanzas
geomeétricas para el disefio de un agitador, donde se incluyen variables a considerar,
también como las expresadas en la figura 29, como Diametro del estanque (Dt),
Didmetro de las paletas (Da), Altura del fluido (H), ancho y cantidad de placas
deflectoras o bafles (J), distancia desde el fondo del tanque hasta el impulsor (C) y
la brecha que existe entre la placa deflectora y el deflector (F).

Partiendo del dimensionado estimado, relaciones para la configuracibn geométrica
del biorreactor, y con las dimensiones obtenidas:

H=0.27m
D, = 0,18 m
H;, = 0,25m

Donde:

H: Altura del tanque

D,: Diametro total del tanque

H,: Altura del liquido

86 CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y célculo de un agitador de fluidos. Tesis para btener el titulo
de Ingeniero Mecanico. Universidad del Bio Bio. 2013. pg 28

87 QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de fermentadores. En:
Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana, 1987. p. 81-95. Citado por CARDONA
CARDONA ARRIETA Jessica Paola. Desarrollo de la ingenieria basica para la produccion de la
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Se debe establecer el didmetro del impulsor, D,, el cual conlleva ambos extremos
de las paletas de la turbina se toma la siguiente relacion, donde puede ser desde
0.3 hasta 0.5.

Ecuacion 38. Diametro del impulsor

Dq

D, " 0.5
Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y célculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecéanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 28; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987. p. 81-95.

Donde:
D,: Didmetro del impulsor
D,: Diametro total del tanque

D, =05%0,18m = 0.09 m.

Figura 20. Diametro de las aspas

Fuente: elaboracion propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.

La distancia del fondo a la base del impulsor se da mediante la siguiente relacién:

Ecuacion 39. Relacién para obtener distancia del fondo del impulsor

C
D= 0.33; C =0.18m=*0.33 ; C =0.059m
t

Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y calculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 28; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987. p. 81-95.
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Donde:
C: Fondo del impulsor

Las dimensiones de las paletas del impulsor se determinan mediante las siguientes
relaciones:

Ecuacidon 40. Dimensién de las paletas del impulsor (ancho)

w
D 02, W=02%009m;W = 0.018 m.

Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y calculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 28; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987. p. 81-95.

Donde:
W: Ancho de las paletas del impulsor.

Ecuacion 41. Dimension de las paletas del impulsor (largo)

Di = 0.25; L =0.25%x0.09m; L= 0.0225m.
a
Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y calculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecéanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 28; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987. p. 81-95.

Donde:
L: Largo de las paletas del impulsor.
La figura 32 representa el dimensionamiento de las paletas, en conjunto.

Figura 21. Dimensiones de las aspas

W 18 r_'x

L

- 22,5 -

-

Fuente: elaboracién propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.
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Las dimensiones de los bafles o deflectores se determinan a partir de la siguiente
relacion, se establece la necesidad de 4 de estos, dado la generacion de vortices
por el agitamiento de las aspas de la turbina Rushton.

Ecuacion 42. Relacion para determinar las dimensiones de los deflectores

DL = 0.1;/=018m=*0.1; J =0.018m
t

Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y calculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 31; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987.92p .

Donde:
J: Ancho del bafle.

Las dimensiones entre placa y el estanque se da mediante la siguiente relacion:

Ecuacidn 43. Relacion para determinar la distancia de los deflectores a la pared del
vaso del biorreactor.

DL = 0.02; f=018m*0.02 ; f=36mm

t

Fuente: CASTILLO URIBE, Vladimir. Disefio y calculo de un agitador de fluidos.
Tesis para obtener el titulo de Ingeniero Mecanico. Universidad del Bio Bio. 2013.
pg 31; y QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. Transferencia de oxigeno y disefio de
fermentadores. En: Ingenieria bioquimica. México: Editorial Alhambra Mexicana,
1987. 92 p.

Donde:
f: Distancia de los bafles a la pared del biorreactor.

Conociendo todas las dimensiones del biorreactor, en el Anexo J, Anexo Ky Anexo
L, se encontraran todas las configuraciones geométricas.

Para la puesta en marcha del biorreactor, se establecen las condiciones de
operacionales, como lo estipulado en la tabla 13.
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Tabla 13. Condiciones operacionales.

Condiciones de operacion Abreviatura Valor Unidad
Temperatura T 30 °C
Volumen de aireacion vvm 1 vvm
Flujo masico de agua de refrigeracién m 1.311 Kg/h
pH pH 6.5-7.5 pH
Tiempo de retencion Th 19-27 h

Fuente: elaboracion propia.

Finalmente, se realizd el prototipo en el programa Solidedge 2020. Version de
prueba utilizada entre los meses octubre y noviembre de 2019. Donde se pueden
manifestar la correcta disposicion de los elementos que lo componen, dentro de su
dimensionamiento interno, y la entrada para sensores de seguimiento de pH,
temperatura y aireacion, como lo demuestran las figuras 22 y 23.
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Figura 22. Figura biorreactor propuesto con sus partes.

Sensor de pH

Eje de rotacion de las aspas
Sensor de ) P

temperatura Sensor de temperatura

Entrada de aire
estéril

Manguera,

escape de gases

Entrada para

bomba Entrada para
peristéltica, bomba
regulacién con peristéltica,
HCIO0.1 N regulacion con

NaOH 0.1 N

Baffles Z'
Vel X
Aspas
Difusor

Fuente: elaboracién propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.
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Figura 23. Biorreactor con chaqueta de refrigeracién

Entrada de
servicio de
enfriamiento

Salida de

servicio de
enfriamiento. | o

Fuente: elaboracion propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.
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3.6 MODO DE AGITACION

El tipo de flujo existente en un sistema agitado depende del disefio del rodete. Para
garantizar un flujo radial, se deben manejar las palas de los rodetes rectas y
paralelas al eje vertical del agitador del tanque, la turbina de paletas planas
propuesta proporcionard una agitacion eficiente bajo una velocidad entre 150 -180
rom. A diferencia de los rodetes de flujo axial, que generarian corrientes de flujo
paralelo al eje, cuyas paletas planas deben tener una inclinacion inferior a 90°, este
tipo de rodetes son especiales Unicamente para corrientes verticales fuertes, como
una mezcla heterogénea que contenga particulas solidas, para evitar que estas se
depositen en el fondo.

El agitador tipo turbina de paletas planas, generara una corriente de flujo en
direccion radial o tangencial, donde se creara cierto flujo circular, que se vera
reducido mediante la colocacion de 4 deflectores.®® 8, Ademas, una de las
caracteristicas de las palas del rodete planas, es que, al ser completamente lisas,
evitaran el resguardo de microorganismos sobre estas.

3.7 TRANSFERENCIA DE OXIGENO

La respiracion de Azotobacter chroococcum es aerobica, por lo tanto, se necesita
dentro del disefio del biorreactor, un sistema de inyeccién de oxigeno, mediante
burbujas, las cuales son el medio de transferencia de materia gas-liquido. La salida
de las burbujas se da mediante los difusores ubicados debajo del rodete. Al estar
constantemente en rotacion los rodetes tipo turbina, ante la salida de las burbujas
por el difusor, este provoca un alto nivel de dispersion del gas a través de todo el
recipiente. También es de importancia conocer las sustancias tipicas del medio de
cultivo, el cual contiene un porcentaje de sales, las cuales impiden la coalescencia®
donde se evita que las burbujas colisionen entre si, para formar burbujas mas
grandes, un tamafio mayo de la burbuja impide una éptima transferencia de oxigeno
a las células.

3.8 AGENTES ANTIESPUMANTES

En sistemas aerdbicos, es muy comun la formacion de espuma. El control de esta
esta incluido en uno de los pardmetros mas sobresalientes a la hora del disefio,
dado que, si esta no se retira debidamente, puede interferir con la salida de los
gases del producto de propagacion, también se puede considerar como posible via
de acceso ante microorganismos contaminantes.

Existen dos modos de sistemas antiespumantes disponibles en la industria.

88DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos., Op Cit. 149

8 MCCABE, Warren. Agitacion y mezcla de liquidos. En: Operaciones unitarias en Ingenieria
Quimica. 72 Edicién. Madrid: Ms Graw Hill, 2007.p.287-288.

% DORAN, Pauline. Principios de ingenieria de los bioprocesos., Op Cit. 213
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El primero y el mas recomendado es de destruccidon mecéanica, donde son usados
discos rotatorios de alta velocidad que giran en la superficie del recipiente,®® o
dispositivos rotativos ultrasénicos®?. El segundo método de control de espuma es
de manera quimica, que dependiendo de su naturaleza, pueden ser antiespumantes
organicos, el cual es mezcla de dispersiones organicas de poliéter a base de
polipropileno sin silicona, y también los antiespumantes de siliconas los cuales se
componen de un polimero a base de silicona que tiene un rango de peso molecular
de 3.200 a 16.500 Da.®® Sin embargo, no siempre se pueden agregar agentes
antiespumantes y quimicos para la reducciéon de la espuma ya que puede causar
efectos inhibitorios sobre el crecimiento de microorganismos®, agregado a esto
alteran las propiedades del liquido, como la disminucion de la movilidad de las
interfase gas-liquido, disminuyendo el valor del KLa pero reduce el tamafio de
burbuja.

Dada los resultados experimentales de las cinéticas realizadas, se manifesto
evidencia de espuma después de las 30 horas de propagacion bajo agitacion
Gnicamente neumatica, se podria evaluar con el modelo que combine tanta
agitacion neumatica con mecanica para reevaluar si es necesario implementar
sistemas antiespumantes hasta las 20 h de propagacion y cual de los modos de
sistemas antiespumantes le favorece mas.

3.9 SISTEMAS DE SEGUIMIENTO.

El entorno en el biorreactor requiere el control y la medicién de al menos algunos
parametros. Para el seguimiento de las variables como lo son pH, pO2, temperatura,
deteccidén de espuma, es necesario contar con los sensores que indiquen el valor el
cual cada variable se encuentra, ademas, y por lo conocido en las cinéticas, se sabe
que el valor del pH se verd acidificado por el metabolismo de Azotobacter
chroococcum, para ello, se debe de disponer bombas peristélticas de regulaciéon del
pH, que conforme a lo obtenido mediante la sefial del sensor de pH, y segun las
diferencias numeéricas en el setpoint , se deberan activar estas bombas ante la
regulacion del pH presente en el medio. Estas deben agregar NaOH con una
concentracion de 0.1N, para regular el pH. El pH siempre debe estar entre un rango
de 7-7.5.

ABRAHAM, E, et al. °® enuncia que hay sensores épticos conocidos como éptodos,
los cuales permiten mediciones no invasivas en medios de cultivo. Uno de sus

% |bid., p 215

92 GARRETT,. P.R. Garrett, P. R. Defoaming: Antifoams and mechanical methods. 2015. Current
Opinion in Colloid & Interface Science, 20(2), pp. 81-91.

93 SIGMA ALDRICH. Product description Antifoams. [en linea]. En Merck. No hay fecha disponible.
[Consultado: 25 agosto 2019]. Disponible en: https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biology/antifoams.html

9 NAJAFPOUR, G. D. Bioreactor Design. Biochemical Engineering and Biotechnology. 2015. pp
193-226.

% ABRAHAM, E, et al. Biorreactor for scale-up Process control._ En: Mesenchymal Stromal Cells.
Sowmya Viswanathan and Peiman Hematti. Walkersville,MD, United States. 2017 p.158.
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principales fabricantes es PreSens (Precision Sensing GmbH, Regensburg,
Alemania), estos se denominan “Sensor Spots” y son principalmente utilizados para
realizar el seguimiento del pH, oxigeno disuelto o CO2 disuelto de los cultivos en
conjuncioén con una fibra oOptica fijada frente al punto del sensor para recipientes de
vidrio o0 plasticos transparentes. Lo particular de estos sensores es que no son
invasivos y pueden establecerse desde fuera del recipiente, lo cual es bastante
favorable ya que evita contaminaciones.

Ademas, STANBURY, Peter. F et al.?® enuncia que el monitoreo de la temperatura
es uno de los parametros mas importantes para cualquier proceso. Uno de los
sensores con mayor precision (x 0.25%) son los termdmetros de resistencia
eléctrica, donde son usados normalmente una RTD de resistencia que, a 0°C, tiene
100 Q, y a medida que aumente su temperatura, aumentara su resistencia eléctrica.
La lectura se obtiene normalmente mediante el uso de un puente de circuito
Wheatstone y es una medida de la temperatura promedio del elemento sensor.
Siempre tendrd que mantenerse una temperatura de 30°C + 2°C. En el lugar donde
estara ubicado el biorreactor, estara dentro una incubadora cuya temperatura se
encuentre a 30°C, lo que no se considerard necesario agregarle al equipo un
sistema de enchaquetamiento, dado que representaria un mayor gasto energético
teniendo a disposicién un entorno de temperatura favorable para la produccion de
biomasa.

Se debe resaltar que los soportes correspondientes a la instrumentacion deben ser
esterilizables, preferiblemente con vapor. Deben ser capaces de soportar altas
temperaturas, (121°C) en presencia de alta humedad (100%). Dado el caso si se
presentan equipos sensibles a la temperatura se puede realizar la esterilizacion
quimica, pero es menos deseable.®’

3.10 CONEXIONES

Para las conexiones requeridas y accesos dentro del biorreactor, se deben manejar
tuberias que permitan la entrada de sustancias de estado liquido como del caldo del
medio de cultivo para produccién de biomasa, entrada del inoculo, y salida del
producto, también para la conexion de entrada de aire estéril y la salida de productos
gaseosos de fermentacion, se deberdn construir todas estas tuberias en acero
inoxidable de grado 316.

3.11 SERVICIOS AUXILIARES

No unicamente el sistema, (biorreactor) realizara todo por si solo para obtener un
producto eficaz y deseable, sino también tendra que disponer de servicios auxiliares
que, integrados al sistema, permitirAn una operacion final exitosa.

9% STANBURY, Peter. F et al. . Instrumentation and control. En: Principles of fermentation
technology. Elservier Science Itd. 2 ed. Wheeler Road, Burlington MA. p. 215- 226.
97 LIU, Shijie. .Bioreactor Design and Operation. 2013. Bioprocess Engineering, 915-964.
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Incluidos entre los sistemas auxiliares que se requieren para preparar un lote de
Azotobacter chroococcum son:

a)
b)
c)
d)
e)

Agua destilada para la preparacion del medio de cultivo

Aire estéril para el suministro de oxigeno

Servicio de esterilizacion por autoclave

Incubadora o espacio termostatado a 30°C

Energia eléctrica suficiente para suplir los requerimientos mecanicos como el
motor de rotacion del de agitacion de aspas, resistencias eléctricas para
temperatura optima del agua y aireacion para el funcionamiento de las bombas
neumaticas

3.12 ESTERILIZACION

El producto de propagacion de biomasa es producido mediante el cultivo del
microorganismo, en un medio enriquecido con nutrientes. Pero si la fermentacion es
invadida por un microorganismo extrafio, pueden ocurrir consecuencias y las formas
en que se pueden evitar en el cuadro 11.

Cuadro 11. Consecuencias y como se puede evitar la contaminacion de agentes
extrafios en medios de propagacion de biomasa

CONSECUENCIAS

COMO SE PUEDE EVITAR

 ElI medio tendria que proporcionar los
nutrientes tanto para el microorganismo de
produccion como para el microorganismo
contaminante, lo cual representa una pérdida de
productividad.

* El microorganismo extrafio podria contaminar

* Usar un inoculo puro para el inicio de la
propagacion

*Esterilizar el medio a emplear, recipiente del
fermentador y todos los materiales y equipos
gue se agregaran a la propagacion durante el
proceso

el producto final condiciones
+ El microorganismo contaminante podria
producir compuestos o0 metabolitos que
perjudiquen la extraccién del producto final, o

también podria degradarlo.

*Es indispensable mantener
asépticas durante la fermentacion.

Fuente: elaboracion propia, basada en la informacién de STANBURY, Peter. F et
al. Steriliation. En: Principles of fermentation technology. Elservier Science Itd. 2
ed. Wheeler Road, Burlington MA. p. 215- 226p 123.

El calor himedo es usado universalmente para la esterilizacion de medios de
fermentacion.

La esterilizacion mediante vapor compone de una primera etapa, la cual consiste en
el calentamiento, otra de mantenimiento de 121°C por 15min, y la otra es el
enfriamiento.

Dado el tamafio del biorreactor propuesto, la esterilizacion mediante calor hUimedo

(autoclave) serd la mas adecuada, también se debe realizar un seguimiento de
esterilizacion mediante las cintas indicadoras y un control biolégico del correcto
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funcionamiento de la autoclave, como esta representado en la figura 24. Los
materiales deben ser estables bajo altas temperaturas (121°C) y presién (15 psi) de
la autoclave.

Figura 24. Bioindicador para autoclave

3

Fuente: elaboracion propia

Uno de los bioindicadores de esterilidad usado para verificar la efectividad de la
autoclave en la esterilizacién es Sterikon® plus, el cual consiste en una ampolleta
con un caldo nutritivo, azucar, indicador de pH y esporas bacterianas no patdogenas
de Geobacillus stearothermophilus ATCC 79531°. Cuando se realiza la
esterilizacion a 121°C por 15 minutos, se debera manifestar en la ampolleta un color
rojo-violeta, el cual indica una correcta esterilizacion, como lo mostrado en la figura
29, pero si es inadecuada la esterilizacion, se tornara de color amarillo-naranja.
Después, se debera incubar por 48h a 60°C + 2°C. Se debera mantener el color
rojo-violeta para garantizar que se esta realizando una correcta esterilizacion,
manifestando que no hay desarrollo ni crecimiento de las esporas de Geobacillus
stearothermophilus.

3.13 PROPUESTA DE MATERIALES DE CONSTRUCCION.

La propagacion de biomasa debe cumplir con estrictos requisitos asépticos. Es
importante seleccionar materiales que puedan soportar repetidos ciclos de
esterilizacion por vapor, y que estos materiales no interfieran con el proceso
metabdlico. Como se plantea un disefio para escala banco, es posible utilizar vidrio
y / 0 acero inoxidable. El vidrio es util porque proporciona superficies lisas, no es
toxico, es resistente a la corrosion y generalmente es facil de limpiar.

Se cuenta con un recipiente de vidrio borosilicato con un fondo redondo. COWAN,
C. T. y THOMAS, C. R % afirman que el didmetro practico mas grande para

9% MERCK MILLIPORE. Sterikon® plus bioindicador para control de autoclaves. DataSheet. En:
Merck [Sitioweb]. Colombia. [Consultado: 23 septiembre 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.merckmillipore.com/CO/es/product/Sterikon-plus-Bioindicator, MDA _CHEM-
110274#anchor_ BRO

9COWAN, C. T.y THOMAS, C. R. Materials of construction in the biological process industries.
1988. Process Biochem. 23(1), pp. 5-111988 Citado por STANBURY, Peter. F et al. . Design of a
Fermenter. En: Principles of fermentation technology. Elservier Science Itd. 2 ed. Wheeler Road,
Burlington MA. p. 172
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fermentadores de vidrio es de 60 cm, por lo tanto, el diametro propuesto para el
disefio, esta por debajo del didmetro maximo posible. Los recipientes de este
material deben esterilizarse en autoclave.

El cilindro de vidrio debe contar con una placa superior de acero inoxidable,
SOLOMONS* indica que para resistir con seguridad las presiones de trabajo, el
diametro de la placa superior no debe excederse de 30 cm, considerandolo como el
limite superior.

El Instituto Americano del Hierro y el Acero (AISI)1°! establece que los aceros que
contienen menos del 4% de cromo se clasifican como aleaciones de acero y las que
contienen mas mas del 4% estan clasificados como aceros inoxidables.

Por lo tanto, AISI califica que el acero de grado 316 contiene 18% de cromo,
10% de niquel y 2-2.5% de molibdeno, composicién la cual aplica para un actual y
comun uso en la construccion de fermentadores

Los anillos elastoméricos FKM (fluoroelastomeros) son anillos circulares de varias
configuraciones de seccion transversal instalados en la union de la tapa del
fermentador y del recipiente en vidrio. Cierra cualquier posible abertura y evitar la
pérdida de liquido o gas, o la posible entrada de sustancias contaminantes.
Denominados O-Rings por MARTINI'®?, son anillos que resisten a las condiciones
del proceso de propagacion, pero estos son de uso limitado por lo que deben ser
revisados regularmente por desgaste o dafios. Son de uso estatico, ademas se usan
en las entradas y salidas de tuberias.

En el Anexo M se especificara las propiedades fisicas y mecanicas para los
materiales mencionados, donde finalmente se propondra que sea un cilindro de
vidrio con base curva en vidrio borosilicato, el agitador, difusor y tapa seran de acero
inoxidable 316L y para los sellos seran por medio de O-ring de Viton.

100 SOLOMONS, G. L. Materials and Methods in Fermentation. 1969. Academic Press, London.
Citado por STANBURY, Peter. F et al. . Design of a Fermenter. En: Principles of fermentation
technology. Elservier Science Itd. 2 ed. Wheeler Road, Burlington MA. p. 172.

101 AMERICAN IRON AND STEEL INSTITUTE. Washington, DC. [Consultado: 23 septiembre 2019].
Archivo pdf. Disponible en: https://www.steel.org/industry-data/reports

102 MARTINI, Leonard. Practical Seal Design.1984. Dekker, New York. P 20

108


https://www.steel.org/industry-data/reports

4. ANALISIS COSTOS AL DISENO DE BIORREACTOR PROPUESTO

En este capitulo, se permite determinar de una manera muy aproximada el capital
necesario que se requiere para llevar a cabo la produccion de un lote del producto
Azobac, bajo la capacidad de procesamiento por lote de 5L efectivos durante las
primeras 20h de propagacion, ademas se incluye un analisis proyectado tanto para
los costos del proceso actual para dar finalmente una conclusion respecto a los
ahorros que se pueden tomar con un nuevo planteamiento en cuanto a reduccién
de horas de trabajo y cantidad de sustrato.

4.1 COSTOS DE LA CONSTRUCCION DEL BIORREACTOR

4.1.1 Costos fijos. Para el analisis del prototipo propuesto, se tomé en cuenta que
las partes que constituyen para la construccion del biorreactor permaneceran dentro
de un periodo determinado, sin importar si existe un cambio en el volumen de
produccion.

4.1.2 Costos directos. Dentro de los costos directos, se encuentra la adquisicion
de equipos necesarios, segun lo planteado en el capitulo 3 del presente documento,
los equipos que se necesitan para llevar a cabo el proceso de propagacion de
biomasa, son los siguientes, nombrados en la tabla 23. También se incluyen equipos
para preparacion de material estéril.

Cuadro 12. Equipos necesarios para llevar a cabo la propagacion de biomasa

uso EQUIPO CANTIDAD MATERIAL
Autoclave 1 Acero inoxidable
Equipos para Potenciémetro 1 Especifico del proveedor
preparacion
de material Balanza analitica 1 Especifico del proveedor
Microscopio 1 Especifico del proveedor
Piezas y Vaso biofermentador (7L) 1 Vidrio borosilicato
sensores del
Biorreactor Piezas metalicas biofermentador 7 Acero inoxidable AlISI 316
Piezas O ‘ring en FKM 1 FKM/FMP
Rotametro Disco rotatorio anti
espuma** Opcional en funcién Tiempo 1 Acero inoxidable AISI 316
proceso
Sensor de temperatura 1 Especifico del proveedor
Sensor de pH 1 Especifico del proveedor
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Cuadro 12. (Continuacién)

uSso EQUIPO CANTIDAD MATERIAL
Piezas y -
sensores del Sensor de pO2 1 Especifico del proveedor
biorreactor  gensor nivel de espuma ** Opcional en 1 Especifico del proveedor
funcion Tiempo proceso P P
Bomba peristéltica 1 Especifico del proveedor
Bomba neumética 1 Especifico del proveedor

Fuente: elaboracion propia

Teniendo en cuenta que los equipos para preparacion de material ya se encuentran
dentro de las instalaciones del laboratorio, Gnicamente se realiza una estimacion de
costos de las piezas e instrumentacién del biorreactor. Para la estimacion de los
costos de estos equipos, se han empleado cotizaciones consultadas en catalogos y
proveedores. En la tabla 14 se muestran los precios en pesos colombianos tomando
la tasa representativa del mercado de $3337 pesos colombianos por cada dolar.

Tabla 14. Costos directos para la adquisicion de las piezas del fermentador.

PRECIO FLETE DE
EQUIPO CANTIDAD UNIDAD IMPORTACION PRECIO UNIDAD COP
usD 15%
Vaso biofermentador
Pirex 7L 1 $429.00 $493.35 $1,431,573.00
Piezas metélicas
biofermentador 14 $6.00 $6.90 $20,022.00
Oring Parker Viton
(FKM) 2-442 1 $2.98 $3.43 $9,944.26
Rotametro Dwyer 1 $120.00 $138.00 $400,440.00
Sensor de
temperatura 1 $45.00 $51.75 $150,165.00

Sensor de pH Sensor
de pH higiénico para 1 $650.00 $747.50 $2,169,050.00
aplicaciones estériles

Sensor de pO2
Sensores oOpticos de 1 $2,400.00 $2,760.00 $8,008,800.00
oxigeno disuelto
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Tabla 14. (Continuacion)

PRECIO FLETE DE
EQUIPO CANTIDAD  UNIDAD  IMPORTACION PRECIO UNIDAD COP
USD 15%
Sensor nivel de 1 $54.26 $62.40 $181,065.62
espuma
Bomba peristaltica 1 $300.00 $345.00 $1,001,100.00
TOTAL $13,372,159.88

Fuente: elaboracién propia, basada en informacion de FIGMAY193, STANDAR
SEAL ENDRESS'%, METTLER TOLEDO y BAODING SINGAL FLUID
TECHNOLOGY Co'%7,

4.2 COSTOS INDIRECTOS

Son aquellos los cuales intervienen en el proceso de produccién del producto final
pero no es visto fisicamente en este, para este caso, se trata del gasto de
electricidad y agua.

4.2.1 Costos de los servicios. Para obtener los costos de consumo energético y
de acueducto, se sigui6 el costo actual en 2019, que proporciona CODENSA%8, gl
costo de cada kW consumido es de $ $567.1362 para sector industrial y mediante
el ACUEDUCTO%, por cada metro cubico consumido de agua, para un sector
industrial, equivale a $ 3601.86, los datos recopilados para el costo energético, se
resumen en la tabla 15.

103 FIGMAY. Empresa especializada en la fabricacién de equipos de vidrio borosilicato y cuarzo.
2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible en: https://figmay.com/

104 STANDAR SEAL .Oring Parker Viton (FKM). 2019. . Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9
octubre 2019]. Disponible en: https://standard-seal.com/viton-50/V0986-2-442

105 ENDRESS. Nivel de punto. Liquidos. 2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019].
Disponible en: https://www.mx.endress.com/es/instrumentacion-campo/DC21AS

106 TECSOIN.<Laura.amezquita@tecsoin.com>. “COTIZACION SENSORES DE PH Y OXIGENO
DISUELTO?” [Correo electronico]. 11 octubre 2019. Enviado a usuario de la universidad America.
107 BAODING SINGAL FLUID TECHNOLOGY Co. Bomba peristaltica. 2019. . Pagina web. [En linea].
[Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible en: https://spanish.alibaba.com/product-detail/peristaltic-
pump0358486078.html?

spm=a2700.galleryofferlist.normalList.1.1d5d2a49U0S5Pu&s=p

108 CODENSA. Tarifario enero 2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible
en: https://www.enel.com.co/content/dam/enel-co/espa%C3%B1ol/personas/1-17-1/2019/Tarifario-
enero-2019.pdf

109 ACUEDUCTO DE BOGOTA. Tarifas servicios de acueducto y alcantarillado. 2019. Pagina web.
[En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.acueducto.com.co/wps/portal/EAB/
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Tabla 15. Costo de los servicios por lote de produccion

SERVICIO UNIDADES Tiempode  14ra) pRECIO
uso (h)
Agua de refrigeracion
(Agua de acueducto) $iL 26.33 $ 94.84
Agua .
Agua destilada
(preparacién medios) $/L 5 $ 5,500.00
Agua lavado material $/L 20 $ 72.04
Plancha de
calentamiento $/kwh 1 $ 1,134.27
Energia Autoclave (servicio de
eléctrica esterilizacion) $/kWh 8 $ 49,907.99
Servicios de
seguimiento $kwh 20 $ 68,056.34

TOTAL $124,765.48
Fuente: elaboracién propia basada en informaciéon de CODENSA. Tarifario enero
2019. P4gina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.enel.com.co/content/dam/enel-co/espa%C3%B1ol/personas/1-17-
1/2019/Tarifario-enero-2019.pdf y ACUEDUCTO DE BOGOTA. Tarifas servicios de
acueducto y alcantarillado. 2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre
2019]. Disponible en: https://www.acueducto.com.co/wps/portal/EAB/

4.2.2 Costos de las Materias primas. Entre las materias primas, se consideran los
compuestos quimicos que son necesarios para la preparacion del caldo industrial,
se realizé un andlisis de costos para los compuestos correspondientes al caldo
Ashby, representados en la tabla 16.

Tabla 16. Costo de materia prima para produccion de 5L

CANTIDAD COSTO
M PORLOTE %P/P PRESENTACION T RSCOA  CoR WA gcopyg TOTAL
QL) PARA 5L
Sa‘lﬁg’sa 25  0.50% 1 kg $2600 $ 3094 $ 154700 $ 38.68
Fosfato
d'poéis'co 1 0.02% 1kg $ 457,200 $ 544,068 $ 1,088 $1,088.14
hidrégeno
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Tabla 16. (Continuacion)

CANTIDAD COSTO
MATERIA P PRECIO A Con IVA
POR LOTE % P/P PRESENTACION ) ] $(COP)/g TOTAL
PRIMA (/L) LA VENTA incluido PARA 5L
Sulfato de
magnesio 0 $ $ $
hepta- 0.02% 1kg 235200 279888 ° 960 55978
hidratado
Cloruro de 0 $ $ $
sodio t 002% tkg 10000 11,900 ° %% 2380
Sulfato de 0 $ $ $
calcio 1 0.02% tkg 181,200 215628 ° %1 43126
Carbonato 0 $
de calcio 1 0.02% 1kg $ 486,000 $ 578340 $ 1157 ;4 g
Agua 0 $ $
destilada 2000  99.40% 20kg 20,000 © 23800 % 1 5,950.00
5030  100.00% T?CTC’)*F%)SB $ 0,248.32
TOTAL ()
Fuente: elaboracion propia basada en informacion proporcionada por

BLAMIS.<asesorventas8@blamis.com.co>. “Cotizacion reactivos calidad USP”
[Correo electrénico]. 17 mayo 2019. Enviado a usuario de la universidad América.

Ademas de las materias primas que van directamente dentro del producto, también
se deben tener en cuenta otros materiales, como los de proteccion personal, y de
desinfeccién, aunque la produccion no esta bajo riesgo biolégico, como lo
demostrado en el Anexo A, es necesario usar material de proteccidon para proteger
y evitar cualquier posible contaminacién cruzada del producto. La informacion de
los conceptos de materia de uso personal se describe en la tabla 17.

Tabla 17. Material de uso personal.
Consumo por

Costo unitario

CONCEPTO lote Unidad ($COP) Costo por lote
Tapabocas desechables 1 pieza $ 10,000.00 $ 200.00
Guantes de nitrilo (pares) 1 pieza $  25,000.00 $ 250.00
Cofias 1 pieza $ 10,000.00 $ 200.00
Batas 1 pieza $  30,000.00 $ 30,000.00
Agentes de desinfeccion 50 mi $ 11,030.00 $ 275.75

TOTAL $ 30,925.75
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4.3. COMPARACION DE COSTOS DE PRODUCCION DEL PROCESO
PROPUESTO Y EL PROCESO ACTUAL

Para el calculo de este apartado, y lo planteado en el capitulo 2, se quiere mostrar
una comparativa de costos que se necesitan para llevar a cabo la produccion de un
lote de 5L de Azobac, producto registrado ante ICA por FUNDASES.

A continuacion, en la tabla 18, se calcularon los costos con las horas llevadas como
lo realizan hoy en dia, durante 48h.

Tabla 18. Costos de los servicios durante 48h

SERVICIO UNIDADES Tiempo de uso (h) TOTAL, PRECIO

Agua Agua de refrigeracién $/L 48 $ 172.89
(Agua de acueducto)

Agua destilada $/L 5 $ 5,500.00
(preparacion medios)
Agua lavado material $/L 20 $ 72.04
Energia Plancha de $/kWh 1 $ 1,134.27
eléctrica calentamiento
Autoclave (servicio $/kWh 8 $ 49,907.99
de esterilizacion)
Servicios de $/kwh 48 $163,335.23
seguimiento

TOTAL $220,122.41
Fuente: elaboracion propia basada en informacion de CODENSA. Tarifario enero
2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.enel.com.co/content/dam/enel-co/espa%C3%B1ol/personas/1-17-
1/2019/Tarifario-enero-2019.pdf y ACUEDUCTO DE BOGOTA. Tarifas servicios de
acueducto y alcantarillado. 2019. Pagina web. [En linea]. [Consultado: 9 octubre
2019]. Disponible en: https://www.acueducto.com.co/wps/portal/EAB/

Respecto a los costos planteados en el numeral 4.1.2.1, se observa que si se sigue
llevando la produccion hasta las 48h, se tienen que pagar un excedente de
$95,415.75 COP, lo que genera un incremento del 76.51% de los servicios para
mantener una produccion durante 48h, cabe resaltar que a esta hora como lo
demostrado en el numeral 2.3.2, no es la mejor hora para suspender el proceso,
dado que a esta hora no hay un nimero maximo de produccién de biomasa.

Si se mantiene la fuente de carbono con manitol, se vera afectado de la siguiente
manera como esta en la tabla 19.
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Tabla 19. Costos de las materias primas con una concentracion de 109/l

COSTO
CANTIDAD POR PRECIOA CONIVA
MATERIA PRIMA $(COP)/g TOTAL
LOTE (g/L) LA VENTA INCLUIDO PARA 5L
D-manitol usp 50 $10,500 $ 12,495 $ 0.49980 $ 24.99
Fosfato dipotasico de
hidrogeno 1 $457,200 $ 544,068 $ 1,088 $1,088.14
Sulfato de magnesio
heptahidratado 1 $235,200 $ 279,888 $ 560 $ 559.78
Cloruro de sodio 1 $10,000 $ 11900 % 24 $ 23.80
Sulfato de calcio 1 $ 181,200 $ 215,628 $ 431 $ 431.26
Carbonato de calcio 1 $ 486,000 $ 578,340 $ 1,157 $1,156.68
Agua destilada 5000 $ 20,000 $ 23800 $ 1 $5,950.00
TOTAL $
TOTAL (9) 5055 (CoP) $9,234.64

Fuente: elaboracion propia basada en informacion proporcionada por
BLAMIS.<asesorventas8@blamis.com.co>. “Cotizacion reactivos calidad USP”
[Correo electrénico]. 17 mayo 2019. Enviado a usuario de la universidad América.

Dado que los costos planteados en el numeral 4.1, son planteados bajo una
reformulacion de medio, basados en sacarosa, y como el consumo de sustrato se
considera que es aproximadamente 3 g, se podria plantear la posibilidad de reducir
la concentracion de la fuente de carbono a un 50%, pero como el proceso actual se
maneja bajo una fuente de carbono Manitol, se presenta una variedad de precios,
donde no se puede comparar de manera certera. Las comparaciones obtenidas
demuestran un aumento de $ 90.12 COP si se llegara a reformular el medio con la
mitad de fuente de carbono.

3.14 ALTERNATIVA PARA ADQUISION DE UN EQUIPO YA COMPLETO

Cabe mencionar que hay empresas que se dedican a la elaboracion de estos
biorreactores, de volumen 7L, de materiales idénticos a los propuestos.

Una de estas empresas, es JP Inglobal, ubicada en la ciudad de Bogota, D.C, la
cual tiene las especificaciones técnicas dadas en el anexo N.

De manera general, se describe el producto como Vaso de 7 L Total, volumen de
trabajo hasta 5.3 Litros, construccion en vidrio de borosilicato con chaqueta térmica
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de agua y fondo toriesférico!!C. La figura 25 representa un biorreactor completo, con
sistemas de lazos de control.

Figura 25. Biorreactor con sistema de automatizacién de JP Inglobal

Fuente: JP Inglobal. <comercial@)jpinglobal.com>. “BIOREACTORES” [Correo
electronico]. 23 septiembre 2019. Enviado a usuario de la universidad América.

El fabricante, maneja los siguientes precios, como lo estipula la tabla 20.

Tabla 20. Precio de reactor dado por JP Inglobal.
item Referencia Precio unitario IVA Total

BIOREACTOR
DIGITAL
AUTOCLAVABLE - JPFM7L $72,000,000 $13,680,000.00 $85,680,000
CAPACIDAD
TOTAL 7 LITROS

Fuente: elaboracion propia, basada en informacién proporcionada por JP Inglobal.
<comercial@jpinglobal.com>. “BIOREACTORES” [Correo electrénico]. 23
septiembre 2019. Enviado a usuario de la universidad América.

Otra de estas empresas, es Bailun biol, ubicada en la ciudad de Shanghai, la cual
tiene las especificaciones técnicas dadas en el anexo N.

De manera general, se describe el producto como Vaso de 7 L Total, volumen de
trabajo hasta 5.3 Litros, construccion en vidrio de borosilicato con chaqueta térmica
de agua y fondo toriesférico!!! La figura 26 representa un biorreactor completo, con
sistemas de lazos de control.

110 JP Inglobal.<comercial@jpinglobal.com>. “BIOREACTORES” [Correo electronico]. 23 septiembre
2019. Enviado a usuario de la universidad America.

111 BAILUN BIOTECHNOLOGY.< service@fermentertech.com>. “7L Glass fermenter” [Correo
electronico]. 15 de mayo 2019. Enviado a usuario de la universidad America.
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Figura 26. Biorreactor con sistema de automatizacion de Bailun biol,

Laboratory Fermenter/Bioreactor Data Sheet

BAILUN BIO @@+

Glass fermenter(Off-site sterilization autoclaves, (Magnetic Drive) BLBIO-5GC
Fuente: BAILUN BIOTECHNOLOGY.< service@fermentertech.com>. “7L Glass

fermenter” [Correo electrénico]. 15 de mayo 2019. Enviado a usuario de la
universidad América.

El fabricante, maneja los siguientes precios, como lo estipula la tabla 32.

Tabla 21. Biorreactor con sistema de automatizacion de Bailun biol.

item Referencia Precio unitario Flete 15% Total USD Total COP
7 liters glass
fermenter(Off- BLBIO-7GJ
site BLBIO- $18,670 $2,800.50 $21,471 $71,647,058.50
sterilization 7GC

autoclaves)

Fuente: elaboracién propia basada en informacion proporcionada por BAILUN
BIOTECHNOLOGY .< service@fermentertech.com>. “7L Glass fermenter” [Correo
electrénico]. 15 de mayo 2019. Enviado a usuario de la universidad América.

Dado los comparativos entre los biorreactores, implementar el sistema de

automatizacion completo para un biorreactor es lo que mas puede llegar a costar en
el mercado.
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5. CONCLUSIONES

La configuracion de factores fuente de carbono y mecanismo de agitacion que
mas favorece la produccion de biomasa corresponde a la fuente de carbono
sacarosa y mecanismo de agitacién neumatica.

Independiente de la fuente de carbono durante las primeras 20 h que
corresponden a las fases de adaptacion y exponencial no se ve afectada en la
extension del tiempo.

La concentracion celular al final de la fase exponencial alcanza entre 5*10 ’
UFC/mly 1*10 8 UFC/mI que son el punto maximo de unidades celulares durante
la cinética ya sea tomando fuente de carbono manitol o Ashby.

Con la determinacion de los pardmetros cinéticos, los pardmetros cinéticos
promedio, el velocidades especificas de crecimiento (u) sacarosa es de 0.202
h~!y un tiempo de duplicacién (taup) de 3.43 h y que con sustrato manitol, el p
es 0.344 h™' y tayp de 3.57 h, lo que indica que la bacteria demora mas en
reproducirse bajo un medio de manitol, el cual representa una diferencia de pn
0.142 h~! y de taup de 8.4minde mas ante manitol.

El material apropiado para la construccion del biorreactor a escala banco es de
es vidrio borosilicato para el recipiente por su alta resistencia térmica y acero
inoxidable 316 AISI para la tapa del fermentador, aspas y bafles, ademas de
Anillo O’ring FKM ya que es un material altamente fisica y quimicamente estable

El control del pH durante la cinética estandar fue un parametro evaluado, sin
embargo, resultdé poco representativo durante la produccién de biomasa, ya que
Azotobacter chroococcum mantiene un rango de pH entre 6-10, y siempre se
mantuvo en este rango, con una caida maxima de 0.66 pH

El maximo consumo de sustrato con sacarosa fue de 3.357 g, de 10g ,se podria

reformular el medio, disminuyendo las cantidades de materia prima que se usan
para la elaboracion hasta en un 50%, tomando en cuenta la fuente sacarosa.
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6. RECOMENDACIONES

La cinética se podria ajustar a mejor a algin modelo cinético como Monod,
Moser, Teisser, entre otros, pero para ello, se necesitan hacer mas muestreos
para la fase exponencial de la cinética, especialmente durante las 8-20h de
propagacion, se podria emplear muestreos cada dos horas, para obtener un
mejor ajuste a alguno de estos modelos con afinidad al sustrato, denotando una
reduccion de la desviacion estandar.

Para una cuantificacion mas acertada para sacarosa se podrian evaluar otros
métodos mas selectivos como enzimas mediante kits enzimaticos

Para una cuantificacibon de manitol, usar el kit de ensayo enzimatico,
proporcionado por Merck o Abcam, el cual permite la transformacién de manitol
a fructosa y su respectiva cuantificacion por espectrofotometria.

No se tuvo en cuenta la densidad para el disefio del biorreactor, dado que la
variacion de densidad es baja y por tanto no afecta la reologia del medio, que va
directamente implicado lo de la potencia del sistema de agitacion.

En caso de implementarse el sistema propuesto, se requiere de una prueba
piloto en la que se lleve a cabo la medicidn exacta de produccion de espuma, y
realizar una evaluacion dentro del biorreactor. Basado en esto se debera realizar
un estudio con los distintos tipos de antiespumantes para comprobar si es
necesario adicionarlos.

Definir y evaluar un parametro para el escalado del bioproceso.

Dado la descripcién de la cinética del microorganismo, es recomendable en
términos de biomasa, reducir el tiempo del proceso dado que la mayor
concentracion del microorganismo se alcanza a las 20h

Se recomienda realizar una caracterizacion completa a las células para asi poder
determinar su actividad enzimatica lo que asegura su viabilidad como producto.

Dado que para poder conocer las pérdidas de calor que el sistema tendra es
necesario conocer los coeficientes de conveccion en el interior del biorreactor se
propone realizar un estudio termodinamico al sistema cuando este ya se
encuentre construido.
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ANEXO A.

FICHA ATCC 480 DE Azotobacter chroococcum

@
ATCC

Azotobacter chroococcum
(ATCC® 480™)

Please read this FIRST

Intended Use

This product Is Infended for research use only. It is nod
riended for any animal or human therapaulic or
diagnostic wse.

Ficha ATCC 480 DE Azotobacter chroococcum

e Description

Deglgnation: MRS 12
Deposited Mame: Azofobscter chroscescim Beljerinck

\# Propagation

Medium
ATCC® Medum 12: Azobobacter Suppiemeant

Growth Conditlons
Temperature: 2E.0°C

Propagation Procadure

1. Open wial according to enclosed InsTuchons.

2. From a single tub< of #12 broth (5 o & mil), withdraw apgrocdmatedy 0.5 10 1.0 miwith 3 Pasteur or 1.0 mi
plpefie and use to refiydrate the entine pellet.

3. Aseptically transfar the rehydrated pellet back into the broth bube. Mbx wall

4. Incubata 3t 265C. Growin showd occur in 2 to 3 days.

S. After growtih appears In the broth, a second tube of brodh, a slant, andior a plaie may be Inoculated. Itis
advisable to estabilsh good growth In the primany fube before malking subsaguent ransfers.

HNotes

Citation of Strain

i use of fis cufure results In a schen®ic publication, i
should be cited In that manuscript In the fllowing
manner Azofobaster chroococcum  (ATCC™ SB0™)

American Type Culture Colecton
FO Bow 1548

Aianassas, WA ZON0E LIEA

W iCC oI

SO0.638. 5557 or TO3 3552700

TO3 365 27E0

Or CovEac! your lotal aYsrisutor

Page 1 of 2

Growin ococurs on sl medium within 3 o 5 days. Colonles are entire, gisiening, smoodh, transiucent and
orownish-cream In colar.
Adotional Information on his culture i avallable on the ATCC wed slt2 at www.aicc. org.

E References

References and other Informiation relatng to this product are avallabée online 3t Www. atcc.org.

'ﬁ' Biosafety Level: 1

Appropriabe safely proceduras should always b2 used with tis matenal. Laboratody safely Is discussed In
the cument pubdication of the Blosafaly In Microboiogical and Blemedical Laboraiones from the U.S,
Depariment of Health and Human Services Ceniers for Disease Control and Prevendon and Mational Instihutes
Tor Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are wamranied for 30 days from the date of shipment, and this warranty Is valid only If the
proguct IS stored and handied acconding 10 the INforMation Inciudad on MIS prodiset INformatian Sheet. I the
ATCCT product Is a IMing cell or microorganism, ATCC lists the meadia formulation that has been found to ba
effective for this product. Whiie other, unspacified media may als0 produce salsfactory resuts, a change in
media or e absence of an addiive Tom Me ATCC recommendad media may arect recovery, growin andior
Tunciion of tis product. If an altemative medium formuiation i usad, e ATCC warTanty for viabiiity IS no
longer valld.

Disclainers

This product Is Intended for laboratory resaanch purposes only. It ks not intended for use In humans.
While ATCC uses reasonable efors 1o Include assurate and up-to-date Information on this product sheet,
ATCC makss no waiTanti=s or representations as i Bs accuracy. Chations from selentifc Mterature and
patents are prowided for Informational purposas only. ATCC does not wamant that such Information has been
confimmed o b2 accurate.
This proguct Is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, nandiing, and use. ATCC
s not llable for any damages or Injurias arising from recalpd andior wse of this product. While reasonable effort
ks made o Insure authenticity and rellabiify of materials on deposlt, ATCC Is not lable for damages arising from
the misidentification of misrepresantation of such matenals.

Please see the enclosed Materal Transfer Agreemeant (MTA) for further detalls regarding the use of this
product. The MTA & also avalable on owr Web sliie at www. atcc.org

Fuente: ATCC. Strain Designations: NRS 12/ Type Strain: no / Biosafety Level: 1.
2019. P&agina web. [En linea]. [Consultado: 1 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.atcc.org/products/all/480.aspx

H2ATCC. Strain Designations: NRS 12 / Type Strain: no / Biosafety Level: 1. 2019. Pagina web.
[En linea]. [Consultado: 1 octubre 2019]. Disponible en: https://www.atcc.org/products/all/480.aspx
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ANEXO B.
MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

FORMACION DE BIOMASA

- AGAR ASHBY
El medio agar Ashby es un medio preparado por componentes, primero, se deben
diluir todos los componentes sin el agar, se debe ajustar dentro de un pH 7,2-7,3
con NaOH 0,1 N o HCI 0,1 N. Llevar a completa disolucion y finalmente agregar el
agar, llevar a completa disolucion y esterilizar en autoclave 121°C por 15 min. La
tabla 33 representa todos los componentes para preparar el medio por partes.

Reactivo g/L

Manitol 10

Fosfato dipotasico de hidrégeno 0,2
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,2
Cloruro de sodio 0,2

Sulfato de calcio 0,2
Carbonato de calcio 0,2
Agar-Agar 15

Fuente: FUNDASES

- AGUA PEPTONA 1%
Disolver 10 g de medio en 1 L de agua destilada, llevar a completa disolucion y
dispensar en tubos de 9 ml. Esterilizar en autoclave 121°C por 15 min. La tabla 34
contiene los componentes que conforman el agua peptona, segun el fabricante
DIFCO.

Reactivo g/L
Peptona 10
Cloruro de sodio 5
Fosfato disédico 9

Fosfato monopotasico 15

Fuente: Difco ™
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- CALDO ASHBY (MANITOL)
El caldo de cultivo Ashby es un medio preparado por componentes, llevar a
disolucién todos los componentes, se debe ajustar dentro de un pH 7,2-7,3 con
NaOH 0,1 N o HCI 0,1 N. Esterilizar en autoclave 121°C por 15 min.

Caldo Ashby — Manitol (FUNDASES)

Reactivo g/L

Manitol 10

Fosfato dipotasico de hidrégeno 0,2
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,2
Cloruro de sodio 0,2

Sulfato de calcio 0,2
Carbonato de calcio 0,2

Fuente: FUNDASES

- CALDO ASHBY (SACAROSA)
El medio agar Ashby es un medio preparado por componentes, llevar a disolucion
todos los componentes, se debe ajustar dentro de un pH 7,2-7,3 con NaOH 0,1 N o
HCI 0,1 N. Esterilizar en autoclave 121°C por 15 min.

Caldo Ashby modificado - sacarosa

Reactivo g/L

Sacarosa 10

Fosfato dipotasico de hidrégeno 0,2
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,2
Cloruro de sodio 0,2

Sulfato de calcio 0,2
Carbonato de calcio 0,2

Fuente: Elaboracién propia, dada modificacién de sustrato en base de formulacion
de FUNDASES
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ANEXO C.
FOTOS DE LOS EQUIPOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO

Equipos usados en el laboratorio

Autoclave

Balanza

. Shaker
analitica

Bombas

. Microscopio
neumaticas

Plancha de

Centrifuga calentamiento

Cabina de flujo
laminar
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ANEXO D.
PREPARACION REACTIVOS DE TRABAJO

1. Hidréxido de Sodio (NaOH 25% p/v)!13

e Pesar 25,46 g de NaOH y disolver en 50 mL de agua destilada

e Llevar a un balén aforado y a la solucion alcalina preparada
anteriormente aforar con agua destilada hasta 100 ml.

e Mezclar

e Almacenar en frasco ambar

2. Acido Clorhidrico (HCI 50% v/v)

e Medir 50 mL de HCI 37% v/v y disolver en 25 mL de agua destilada.

e Llevar a un balén aforado y a la solucion &cida preparada
anteriormente aforar con agua destilada hasta 100 ml.

e Mezclar

e Almacenar en frasco ambar

3. Acido Clorhidrico (HCI 5% v/v)

e Medir 13,69 mL de HCI 37% v/v y disolver en 100 mL de agua
destilada.

e Llevar a un balén aforado y a la solucion &cida preparada
anteriormente aforar con agua destilada hasta 100 ml.

e Mezclar

e Almacenar en frasco ambar

113 GODOY R.. Op.cit. p. 111. Citado por FAJARDO CASTILLO Erika Esperanza y SARMIENTO
FORERO Sandra Constanza. Evaluacién de melaza de cafia como sustrato para la produccion de
Saccharomyces cerevisiae. Pontificia Universidad Javeriana. 2007 p. 111-112.
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ANEXOE.
PROTOCOLO REALIZACION DE LA CURVA PATRON DE SACAROSA
HIDROLIZADA.

Inicialmente, se realizo la curva patron de sacarosa preparando una concentracion
Stock de 10 g/L, esta curva es utilizada para conocer la concentracion de azucares
reductores totales obtenidos en la Hidrdlisis de la sacarosa empleada como fuente
de carbono en el medio Ashby-Sacarosa.

Tras la Hidrdlisis, por la técnica colorimetria del DNS, se desarrollaron las
absorbancias obtenidas a continuacion.

Datos absorbancia de sacarosa. Promedio de tres réplicas

Puntos de Solucién D(ai?ilr:da Con_centracién Abs 540 nm
curva Sacarosa(mL) (mL) Final [g/L]
1 0,1 9,9 0,1 0,009
2 0,2 9,8 0,2 0,025
3 0,3 9,7 0,3 0,059
4 0,4 9,6 0,4 0,095
5 0,5 9,5 0,5 0,120
6 0,6 9,4 0,6 0,151
7 0,7 9,3 0,7 0,202
8 0,8 9,2 0,8 0,215
9 0,9 9,1 0,9 0,264
10 1 9 1 0,292

Fuente: Elaboracion propia.

Curva patron de sacarosa y ecuacion lineal.

Curva Patrén sacarosa hidrolizada

0.400
0.350
0.300 .

0250 .......... e
0.200 e o

0.150 e T R2 = 0.994

0100 -

0.050 - 5

0.000 L
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Concentracién sacarosa hidrolizada [g/L]

Absorbancia a 540 nm

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXOF.
DATOS CRUDOS OBTENIDOS EN LA PREEXPERIMENTACION

Resultados de las unidades experimentales.

cxperimENTo  BIOMASA (UFC/mI) pH

INICIAL FINAL INICIAL FINAL

M1 1.40E+08 5.07E+07 7.24 6.002

) M2 1.40E+08 9.23E+07 7.24 6.041
’,ﬁgﬁﬁ:gg M3 1.40E+08 1.44E+07 7.24 6.042
SHAKER S1 1.40E+08 2.21E+06 7.63 5.783
S2 1.40E+08 9.97E+05 7.63 6.364

S3 1.40E+08 1.17E+05 7.63 5.801

M1 2. 77E+09 5.62E+05 7.24 5.491

, M2 2. 77E+09 1.08E+08 7.24 6.314
NASJLAA?%X M3 2. 77E+09 2.29E+08 7.24 6.304
AGITACION S1 2.77E+09 1.10E+08 7.63 5.476
S2 2. 77E+09 4.73E+07 7.63 5.602

S3 2 77E+09 3.20E+07 7.63 5,555

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO G.
RESULTADOS DE MODELO ESTADISTICO ANOVA DOS FACTORES

Para desarrollar el andlisis de varianza de dos factores, se debe realizar bajo los
siguientes factores:

Analisis de varianzas de dos factores. Formulario

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO F
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO CALCULADA
, SCA B s2
FACTOR A SCA a-1 51701 fi= 2
, SCB B s2
FACTOR B SCB b-1 273 f2= 2
2 SC(AB) _ ﬁ
INTERACCION AB SC(AB) (a-1)(b-1) 2} T (a-1)b-1 fz= <2
2 _ SCE
ERROR TOTAL SCE gl tot - gla-glb-glab = (n-1)
Total STC N-1

Fuente: WALPOLE, et al. Probabilidad y estadistica para ingenieria y ciencias.
2012. Novena edicion. Always Learning. Pearson. ISBN 9780321629111. p569.

Donde SCA y SCB se les denomina la suma de cuadrados para los efectos
principales (Fuente de carbono y modo de agitacion)

I S
4~ bn N’
i=1
b
o Y2 Y2
B~ bm N’
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Y SCAB corresponde a la suma de cuadrados de la interacciéon de Ay B

SCT el total

a

SCas = ).

i=1

a

b
2
Y

n
j=1

b

Sc, =Z Z
=1 j=1

Y el SCE corresponde a la suma de cuadrados del error.

2

= 8Cs = SCs

n

2
Y2 — Y_
ijk N

k=1

SCE = SCT - SCA - SCB - SCAB

Resultados por Excel, aplicacion del analisis de varianza
Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN Mecéanica Neumatica Total
Manitol
Cuenta 3 3 6
Suma 1.052E+08 1.047E+09 1.152E+09
Promedio 3.508E+07 3.489E+08 1.920E+08
Varianza 9.436E+14 1.310E+16 3.517E+16
Sacarosa
Cuenta 3 3 6
Suma 6.685E+07 1.195E+09 1.262E+09
Promedio 2.228E+07 3.984E+08 2.104E+08
Varianza 1.101E+12 1.723E+15 4.314E+16
Total
Cuenta 6 6
Suma 1.721E+08 2.242E+09
Promedio 2.868E+07 3.737E+08
Varianza 4.270E+14 6.665E+15
ANALISIS DE VARIANZA
Suma de Promedio Valor
Origen de las Grados de de los critico Probabilid L
. cuadrados . F Conclusiéon
variaciones (SO) libertad (gl) cuadrados para F ad
(CM) (a : 0.05)
Factor A
(Fuente de C) 1.012E+15 1 1.012E+15 0.257 5.318 0.626 No rechaza Ho
Factor B (Modo
de agitacion) 3.571E+17 1 3.571E+17 90.591 5.318 1.23E-05 Rechaza Ho
Interaccion (AB) 2.913E+15 1 2.913E+15 0.739 5.318 0.415 No rechaza Ho
Error 3.153E+16 8 3.942E+15
Total 3.925E+17 11

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla de Fisher con significancia 0.05.

Distribuciéon F - 0.05

En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al area 0.05 a la derecha
En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador
En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador.

1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12 15 120
1 1614 1995 2157 2246 230.2 234.0 236.8 238.9 2405 241.9 2430 2439 2459 2480 249.1 250.1 251.1 252.2 2533
2 18.51 19.00 19.16 19.25 19.30 19.33 19.35 19.37 19.38 19.40 19.40 19.41 1943 1945 19.45 1946 1947 19.48 19.49
3 1013 955 928 912 901 894 889 885 881 879 876 874 BJ0 866 864 B62 859 B5H7 8B5S
4 771 694 659 639 626 616 609 604 600 596 594 591 586 580 577 575 572 569 566
5
6
T
8

661 579 541 519 505 495 488 482 477 474 470 468 462 456 453 450 446 443 440
599 514 476 453 439 428 421 415 410 406 403 400 394 387 384 381 377 374 370
559 474 435 412 397 387 379 373 368 364 360 357 351 344 341 338 334 330 327
532 446 407 384 369 358 350 344 339 335 331 328 322 315 312 3.08 304 301 297
9 512 426 386 363 348 337 329 323 318 314 310 3.07 301 294 290 286 283 279 275
10 496 410 371 348 333 322 314 307 302 29 294 291 285 277 274 270 266 262 258
11 484 398 359 336 320 309 301 295 290 285 282 279 272 265 261 257 253 249 245
12 475 389 349 326 311 300 291 285 280 275 272 269 262 254 251 247 243 238 234
13 467 381 341 318 3.03 292 283 277 271 267 263 260 253 246 242 238 234 230 225
14 460 374 334 311 296 285 276 270 265 260 257 253 246 239 235 231 227 2322 218
16 454 368 329 306 290 279 271 264 259 254 251 248 240 233 229 225 220 216 2.1
16 449 363 324 301 285 274 266 259 254 249 246 242 235 228 224 219 215 211 206
17 445 359 320 296 281 270 261 255 249 245 241 238 231 223 219 215 210 206 2.01
18 441 355 316 293 277 266 258 251 246 241 237 234 227 219 215 211 206 202 197
19 438 352 313 290 274 263 254 248 242 238 234 231 223 216 211 207 203 198 193
20 435 349 310 287 271 260 251 245 239 235 231 228 220 212 208 204 199 195 190
21 432 347 307 284 268 257 249 242 237 232 228 225 218 210 205 201 1986 192 187
22 430 344 305 282 266 255 246 240 234 230 226 223 215 207 203 198 194 183 184
23 428 342 303 280 264 253 244 237 232 227 224 220 213 205 201 196 191 186 181
24 426 340 301 278 262 251 242 236 230 225 222 218 211 203 198 194 189 184 179
25 424 339 299 276 260 249 240 234 228 224 220 216 209 201 19 192 187 182 177
26 423 337 298 274 259 247 239 232 227 222 218 215 207 199 195 190 185 180 175
27 421 335 296 273 257 246 237 231 225 220 217 213 206 197 193 188 184 179 173
28 420 334 295 271 256 245 236 229 224 219 215 212 204 196 191 187 182 177 171
29 418 333 293 270 255 243 235 228 222 218 214 210 203 194 190 185 181 175 1.70
30 417 332 292 269 253 242 233 227 221 216 213 209 201 193 189 184 179 174 168
40 408 323 284 261 245 234 225 218 212 208 204 200 192 184 179 174 169 164 158
60 400 315 276 253 237 225 217 210 204 19 195 192 184 175 170 165 159 153 147
120 392 307 268 245 229 218 209 202 19 191 187 183 175 166 161 155 150 143 135
Para calcular el valor F en excel, se utiliza la funcion de la distribucion F inversa

=distr.f.inv(0.05; gl num; gl den) © Ing. Jesls Alberto Mellado Bosque

Fuente: MELLADO BOSQUE, Jesus Alberto. Tablas Fisher. Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro UAAAN. [en linea]. (No hay fecha disponible). [Consultado:
16 septiembre 2019]. Disponible en: http://www.uaaan.mx/~jmelbos/tablas/distf.pdf

[I11[[II1|| Valor en tabla de Fisher correspondiente al andlisis de las columnas (Factor
A, By filas y columnas (AB)
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v Resultados del seguimiento de la cinética del primer experimento

DATOS CRUDOS OBTENIDOS EN LA EXPERIMENTACION

Cinética estandar

ANEXO H.

BIOMASA SUSTRATO
Hora UFC/mL LOG UFC/ml g/L pH.
0 1,00E+05 5,000 7,647 7,168
4 1,83E+05 5,263 7,370 6,935
8 2,00E+05 5,301 7,339 6,918
12 1,00E+06 6,000 7,093 6,865
16 1,00E+07 7,000 7,031 7,005
20 7,00E+07 7,845 6,877 6,791
24 7,06E+07 7,849 6,846 6,775
28 7,11E+07 7,852 6,754 6,769
32 6,17E+07 7,790 6,692 6,714
36 7,50E+07 7,875 6,477 6,618
40 6,76E+07 7,830 6,446 6,500
44 7,67E+07 7,885 6,415 7,052
48 4,50E+07 7,653 6,230 6,806
Fuente: Elaboracion propia
v Resultados del seguimiento de la cinética del segundo experimento
BIOMASA SUSTRATO
Hora UFC/mL LOG UFC/ml g/L pH.
0 2,00E+05 5,301 8,232 7,280
4 3,33E+05 5,523 7,770 7,160
8 4,03E+05 5,605 7,216 6,930
12 2,27E+06 6,356 7,185 6,857
16 3,87E+07 7,587 7,000 6,894
20 5,20E+07 7,716 6,754 6,698
24 7,33E+07 7,865 6,662 6,514
28 9,49E+07 7,977 6,477 6,635
32 9,49E+07 7,977 5,861 6,728
36 5,66E+07 7,753 5,676 6,800
40 1,00E+08 8,000 5,122 6,857
44 1,43E+08 8,154 4,937 6,841
48 4,67E+07 7,670 4,875 6,856

Fuente: Elaboracion propia
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Cinética a condiciones de produccién

v Resultados del seguimiento de la cinética del primer experimento
BIOMASA DENSIDAD
Hora UFC/mL LOG UFC/ml pH. g/mL
0 5.67E+04 4.753 7.37 1.0130
4 6.29E+04 4.799 7.28 1.0120
8 6.74E+04 4.829 7.23 1.0109
12 8.33E+04 4.921 7.23 1.0110
16 1.03E+07 7.014 7.18 1.0123
20 1.38E+08 8.139 7.11 1.0128
24 1.23E+08 8.091 7.01 1.0121
28 1.61E+08 8.206 6.92 1.0111
32 1.50E+08 8.176 6.86 1.0117
36 2.00E+08 8.301 6.79 1.0119
40 7.67E+07 7.885 6.6 1.0106
44 5.67E+07 7.753 6.46 1.0246
48 3.00E+07 7.477 6.42 1.0292

Fuente: Elaboracion propia

v Resultados del seguimiento de la cinética del segundo experimento
BIOMASA DENSIDAD
Hora UFC/mL LOG UFC/ml pH. g/mL
0 1.00E+04 4.000 8.30 1.0127
4 2.50E+04 4.398 7.77 1.0112
8 2.40E+04 4.380 7.64 1.0110
12 1.55E+05 5.190 7.54 1.0112
16 1.03E+07 7.014 7.47 1.0120
20 3.87E+07 7.587 7.43 1.0116
24 3.45E+07 7.538 7.34 1.0104
28 4.00E+07 7.602 7.23 1.0100
32 4.00E+07 7.602 7.15 1.0112
36 6.33E+07 7.802 6.98 1.0101
40 5.87E+07 7.768 6.84 1.0114
44 3.54E+07 7.549 6.76 1.0306
48 1.59E+07 7.202 6.72 1.0334

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: ALONSO PUERTO, Efrain. Bogota psychrometric chart. Pagina web [En linea] Consultada el 30 de octubre
de 2019. Disponible en: https://efrainpuerto.files.wordpress.com/2011/12/bogotc3al-psychrometric-chart.pdf
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ANEXO J.
PLANOS DEL BIORREACTOR

-
| L

" Fundacién Universidad de América
| . | Departamento de Ingeniera Quimica
‘w4 LY Titulc afio conzapiunl de un Diormeactor pord

Salvo indicacion contrariof 44 |Flano

e Biorrenctor
cotas en milimetros - — —_ .
angulos en grados CLODoro: Somo LopeZ-uonmilo vego
tolerancias *05 y £1° Ezcaola |15 aMrz2019

Fuente:Elaboracién propia en Solid Edge, 2020. Versiéon de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.
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__— Rotor ospas

_~ Sensor 02

-

— Sensor temperoturo

Entrado poro control de —
Bomba peristdltica

\_// Entrodo servicio

enfriomiento

Solido servicio
enfriomiento |

" Fundacion Universidad de América
i . | Departamento de Ingeniena Cuimica
‘W4 % & ——

w Titulo

salvo indicacion contraria | A4 |™*Biorrenctor con enchoguetamiento
cotas en milimetros e —— S ———
angulos en grados Elabord: Sonio Lopez-lanilo Vega

tolerancios =05 y I° Escala: 1125 912019
Fuente: Elaboracién propia en Solid Edge, 2020. Versién de prueba utilizada entre
los meses octubre y noviembre de 2019.
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ANEXOK.
ESTRUCTURA DE LA TAPA CON SUS PARTES

Manguera salida
Sensor Temperafura —__
Sensor 07 - Entrada NoCH
SR e T Control por Bombo
Peristaltica
Sensar pH
Entrada HCL
o| Lontrol por Bomba
[¥al . N
| Peristaltica
©
Entrada aire ~
esteril
Enfroda para rotor
de aspas
[ T ™)
l | I : " : Fundacién Universidad de América
| I ‘ | Departamento de Ingenieria Quimica
e \Yy/ Titulo  Disefo conceptual de un b F pora
w o produ b zotobocter
[ n : - - Plano _ .
= I'Fh Salvo IHdICOuIQO contraria | A4 aoa hiorreactor
C ! 1 =2 cotas en milimetros Flabord. Son Lonez-D
angulos en grados Elaboro: Sonia Lopez-Danilo \.a:ﬂ_” _
tolerancias 05 y £I° Escala: |12 92019

Fuente: Elaboracion propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre los meses octubre y noviembre de
20109.
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ANEXO L.
PLANO DIMENSIONES DE LAS ASPAS

']
e

18

725

H \ Fundacién Universidad de América
| ‘ 1 Departamento de Ingenieria Quimica
[, L L Titulo  Disefo concepfual de

Salvo indicacion contraria | A4 Plano Aspos biorreactor

cotas en milimetros — — Ve
angulos en grados Elaboro: Sonia Lopez-DOanilo Vega

tolerancias =05 y =[° Escala: 1:22 AN2019

Fuente: Elaboracion propia en Solid Edge, 2020. Version de prueba utilizada entre los meses octubre y noviembre de
20109.




ANEXO M.
PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DE MATERIALES DE CONSTRUCCION.

Propiedades fisicas, quimicas y mecénicas de los materiales de construccion.

Oring, VITON
(TERPOLIMERO
FPM)

VIDRIO DE ACERO INOXIDABLE

PROPIEDADES BOROSILICATO AlSI 316

COMPOSICION
B203% 21-24 - -
Si02% 72-75 - -
CaO% 0-1 - -
Fe203% 0-0.3 -
C% - 0.08 -
Si% - 1 -
Mn% - 2 -
Cr% - 16-18 -
Ni% - 10-14. -
Mo% - 2-3. -
FPM/FKM F% - - 66
Otros% - - 34
FISICAS
Densidad (g/cm3) 2.23 8.027 1.9
Punto de fusién (°C) 800 1371.1-1398.8 400
Capacidad calorifica
(kJ/kg°K) 0.8 0.50241 0.18
Conductividad
térmica K (W/mK) 0.8-1.09 16.3 0.2248
Coeficiente de
expansion térmica
lineal media (x10-6 K-
1) (3.3+0.1) 16-18 8.3-11.0

Temperatura de
trabajo °C 250-550 >1150 desde -35°C a 220

ELECTRICAS
resistividad eléctrica
volumetrica
(microhomios ohm-
cm) 8 @ 250°C 29.4 @ 21°C 2.0 x10M13

6.5 @ 350°C
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(Continuacion)

VIDRIO DE ACERO INOXIDABLE .0 fing. VITON
PROPIEDADES BOROSILICATO AIlSI| 316 (TERIT:C;H')\AERO
MECANICAS
Médulo de elasticidad
E (N/mm2) 64*10"3 1.93E+05 -
Indice de Poisson p 0,2 - -
Limite elastico (Mpa) - 230 3.4-20.7
Fuerza de Tension
(Mpa) - 570 6

Fuente: Elaboracién propia basa en informaciéon de las fuentes. 114115
116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126

14 L OW, I. M. Ceramic Matrix Composites - Microstructure, Properties and applications. 2006.
Woodhead Publishing. p45

15 LICARI, James J. SWANSON, Dale W.. Adhesives Technology for Electronic Applications -
Materials, Processes, Reliability. 2005. William Andrew Publishing. p 654

116 ZHENG, Hongfei. Solar Energy Desalination Technology. 2017. ElSelvier. p345

117 BEJAN, Adrian. Convection Heat Transfer. 2013. (4th Edition). John Wiley & Sons. p234

118 DERRADJI, Mehdi Wang y JUN LIU, Wenbin. Phthalonitrile Resins and Composites - Properties
and Applications.2018 Elsevier. p439

119 BEESON, Harold D, et al. Safe Use of Oxygen and Oxygen Systems - Handbook for Design,
Operation, and Maintenance. 2007. 2nd Edition) - Appendix B: Physical Properties of Engineering
Materials. ASTM International. p864

120 KUTZ, Myer. Handbook of Environmental Degradation of Materials.2018. 3rd Edition. Elsevier.
p501

121 BABOIAN, Robert. NACE Corrosion Engineer's Reference Book. 2016. 4th Edition. NACE
International. p704

122 SCIENTIFIC GLASS. Propiedades fisicas del vidrio borosilicato. En: Scientificglass [Sitio web].
Reino Unido. [Consultado: 8 octubre 2019]. Disponible en:
https://lwww.scientificglass.co.uk/contents/enuk/d115 Physical_Properties_of Borosilicate_Glass.ht
mi

123 VIDRASA. Op cit. p3

124 NKS. Acero inoxidable 316. En: NKS [Sitio web]. Mexico. [Consultado: 8 octubre 2019]. Disponible
en: https://nks.com/es/distribuidor-de-acero-inoxidable/aceros-inoxidables-316/

125 ALFAFLEX. FKM VITON™ En: Catalogo de cauchos [Sitio web]. Belgica.. [Consultado: 8 octubre
2019]. Disponible en: http://www.alfaflex.com/en/products/30000/31000/fkm-vitontrade-0

126 CHEMOURS. Properties of Viton™. En: Introduction to Viton and elastomers. [Sitio web]. USA.
[Consultado: 8 octubre 2019]. Disponible en: http://chemours-site.force.com/CRG_VitonProperties

149



ANEXO N.
INFORMACION DEL FERMENTADOR DADA POR EL PROVEEDOR

Biorreactores de Jplnglobal, con sistema de automatizacion.?’

' —
— INnglobal

23 de 09 del 2019.

Dr (a). A quien corresponda
UNIVERSIDAD AMERICA
REF. 2019-7274

=

JPBIOINGENIERIA 5.A.5.
MIT. 900409216-6

FICHA TECNICA BIOREACTOR/FERMENTADOR
CAPACIDAD 7 LITROS - SISTEMA AVANZADO

FIP-785

Version 1

Pag.1del.

JPEMTL

Marca: JPINGLOBAL

Medelo: 2019

Referencia: IPFM7L

Tipo de control : Por microprocesador

Descripcion: Bioreactor de 7 litros para laboratorio

ftem
Frasco del Bioreactorffermentador

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Imagen

Descripcion

Vaso de 7 L Total, volumen de trabajo hasta 5.3 Litres, construccin en vidrio de borosilicato con chagueta
térmica de agua y fondo toriesférico.

Componentes estandar

Entrada de aire por medio de membranas de alta esterilidad grandes con conector y cabezal
Cuellos laterales roscados para ingreso de sensores, elementos de medicion y toma muestras.
Tapones abiertos (Juntas de silicona) (Abertura y arandelas de separacién en acero inoxidable)
Uniones (Juntas) de silicona_ara puertos inutilizados

127

JP  Inglobal.<comercial@jpinglobal.com>.

‘BIOREACTORES”

[Correo

electronico]. 23 septiembre 2019. Enviado a usuario de la universidad America.
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Jinglobal

Puerto cuddruple con conexiones doble sello versdtil para cualguier aplicacion.
Soportes laterales totalmente ajustables para mantener la presion distribuida en el cierre

Difusor de aire Micro-Sparger autolimpiador

Pantalla

TOUCH-SCREEN a todo color de 15 Pulgadas para operacién y control de modulo principal

Module Controlader microprocesado

Interface de sefiales para todas las variables con conectividad via cable USB para la pantalla touch
Las conexiones y entradas del madulo

- Motor especial para largas jornadas de fermentacion

- Sensor de temperatura (Pt-100);

- Control automdtico de la temperatura dentro de recipiente

. Nivel de espuma a través de la varilla conductora

*  Vilvula de alivio para la despresurizacidn automdtica

*  Electrodo de PH

- Sensor de oxigeno disuelto

. Sensor de didxido de carbono gaseoso;

- USB para el aimacenamiento de datos.

Manteni y calibracién i

El fermentader se puede calibrar y controlar utilizando una conexién por WIFI desde cualguier parte del pais

Software Para control, operacion y visualizacion de graficos, datos,

configuracion de pardmetros de bombas peristalticas y exportaciond e datos.

La interfaz gréfica del fermentador contiene:

- Pantalla de Control
Indicadores de estado de bombas peristalticas.
Indicador de sistema de calefaccion.
Estado y control ON-OFF de electrovalvula de Aire.
Estado y control ON-OFF de electrovalvula de Oxigeno.
Estado y control ON-OFF de electrovalvula de CO2.

- Temperatura:
Visualizacién de Setpoint (Resolucion de 0.1°C).
Temperatura actual del proceso{Resolucién de 0.1°C).
Estado de control de temperatura.

. Agitacion:
Visualizacién de Setpoint (Resolucion de 1 RPM).
Velocidad de agitacién actual del proceso(Resolucion de 1 RPM).
Estade de control de agitacion.

- pH:
Visualizacién de Setpoint (Resolucion de 0.1).
Valor actual de pH del proceso(Resolucion de 0.01 ).
Estado de control de pH.
Configuracion de banda muerta (Resolucion de 0.1)

. Oxigeno Disuelto:
Visualizacién de Setpoint (Resolucion de 0.1 %).
Valor actual de la concentracion de oxigeno disuelto del proceso{Resolucion de 0.1 %).
Estade de control de Oxigeno disuelto.

Configuracidn de histeresis (Resolucidn de 13:)
+  Foam:
Estado del control Anti espuma.
+  Pantalla Monitor:
Visualizacién en grafica de 2 dimensiones, de los valores actuales de todas las variables del fermentador
(Temperatura (°C), Agitacidn (RPM), pH, Oxigeno Disuelto (%0D).
Configuracion de tiempo de muestreo desde 1 hasta 3600 segundos.
Configuracion de inicio y pausa de adquisicion de datos.
Opcién de exportacion de datos obtenidos de la adquisicion de datos a Excel a traves de puerto USB.
*  Pantalla Bombas Peristalticas:
Bomba Peristaltica Acido:
Configuracion de setpoint
Configuracion de Periodo [Segundos)
Configuracién de inicio y pausa de control manual de bomba peristaltica.
Bomba Peristaltica Base:
Configuracion de setpoint.
Configuracion de Periodo (Segundos).
Configuracion de inicio y pausa de control manual de bomba peristaltica.
Bomba Peristaltica Foam:
Configuracién de setpoint.
Configuracién de Periodo (Segundos).
Configuracion de inicio y pausa de control manual de bomba peristaltica.
Bomba Peristaltica Medio (Velocidad Vanable):
Configuracién de setpoint o velocidad (32).
Configuracion de inicic y pausa de control manual de bomba peristaltica.
#*  Ademas la interfaz grafica permite afiadir al usuario informacién més detallada del Batch actual:
Nombre de Experimentador.
Numero de identificacion.
Nombre del Batch.
Fecha de inicio del Batch.
Hora de inicio del Batch.
Observaciones adicionales.

PH

Sensor digital de PH autoclavable

Controlador automidtico de Ph0 - 14 con una exactitud de + 0,01 pH
Modo de control PID

Mettler Toledo

Electrodo para pH de inmersion ajustable con cable de bajo ruido

oD

Sensor Optico de oxigeno disuelto
Exactitud
1 metro de cable para conexion de sensores

151




—
—Jirglonar

Electrodo autoclavable

Mettler Toledo

Se entrega cable para electrodo y electrolito

Electrodo para pH de inmersion ajustable con cable de bajo ruido.

Tapa y sellamientos 15 puertos de ingreso

En acero inoxidable 316L con dispositivo de cierre a través de tornillos de acero inoxidable.
Soporte inferior en acero inoxidable con topes para soportar el peso del equipo

Sellos por medio de O'ring de Viton aprobado FDA.

Ingresos
*  Perforacion para P-100
« pH
- 02
. 1 entrada simple
.

1 entrada triple (para la adicion de dcido, base, antiespumante y nutrientes)
= Aspersor de aire tipo disco perforado

= Sensor de nivel regulable (liquido/espuma)

- Muestreo con control

s Septun holder

*  Mancal

. Condensador de reflujo en acero inoxidable 316L.
Mangueras Especiales para alimentar el fermentador 12 metros
Sentido de la regulacién de las variables de control Ajustable ascendente o descendente para cultivos continuos
Control de temperatura Sensor de temperatura PT100 para bioreactor

Desde temperatura ambiente + 5°C hasta 70°C

Control a través de la circulacion de agua del bafio termostatizado
Flujo metros (Rotametro) Lectura directa

Reglaje manual y calibrador de giro
Cantidad 2 para verificacién de pres

de ingreso aire, 02 y CO2

Antifoam Anti-espumante con sistema de detencion sin sondas, controlador por medio de médulo de jeringa miniatura de
5 mi {Accesorio incluida)

Ce ‘Condensador del gas de salida de vidrio

Sistema de muestreo Jeringa, libre de contaminacion con reservorio autoclavable.
Incluye 6 filtras absolutos para aire con porosidad de 0,22 micrémetros.

Bafle lateral quiebra ondas Removible de 4 palas a 90” en acero 316L

Agitacion Motor de agitacion de alto torque especial para largas jornadas de fermentacion

Maotor de agitacion de 100 — 1200 RPM, calibrado de fabrica para agitacion entre 100 a 1200 RPM
Resolucién +1RPM

Tubo de agitacion y aireacién

Agitador Material acero inoxidable 316L, con el retén en viton.

2 propelas tipo RUSHTON de altura ajustable.

Bomba peristaltica con pantalla Tres Bombas de cuatro rodetes Peristalticas WATSON MARLOW

Control de velocidad de 0 a 999 Horas o continuo

Sistema de c ion suave

Barras y placas de soporte para conexion a la entrada "PUMP”

(Cables de conexion individual por bomba

Pinzas de obstruccién para manguera en acerg inxidable

Componentes sistema de muestreo estéril Alimentador y muestreo con 3 botellas para reactivos con capacidad de 250 ml con canulas y conexién de doble
selloen PEEK (Polieteretercetona)

Soporte

Dispositivo toma muestra en vidrio

Filtro para jeringa

3 Pinzas para manguera

Manguera siliconada

Fuente de alimentacion AC 110V /60 Hz

Material de construccién modulo principal (Gabinete) Acero con tratamiento anticorrosivo y pintura electrostatica blanca
Cable de energia
Potencia en pleno func (110v)

Incluye Kit para mantenimiento de Bioreactor

Sujetadores en acero inoxidable para botellas de reactivos
Filtros de venteo para cada conexion (entrada y salida)
Manguera de silicona
Manual de instrucciones en
(Capacitacion en sitio
Opcionales (mediante solicitud inicial a fabrica ). *  Bioreactor muitiple

. Sistema de enfriamiento

ma espafiol

=  Jarras adicionales
. Bombas adicionales
- Sistema de fotoperiodo Leds

INVERSION MODELO 2019

Cantidad Precio Unitario

Total
BIOREACTOR DIGITAL AUTOCLAVABLE - CAPACIDAD TOTAL 7 UTROS JPFMT7L 1 ‘ 5 72.988.000 + IVA ‘ 5 72.988.000 + VA

NOTA 1: Este valor incluye el equipo puesto en Bogotd - Colombia

NOTA 2: A estos valores se debe agregar el IVA vigente a la fecha de Ia factura,
NOTA 3: Tiempo de entrega: 45 Dias habiles después de generada la OC.
NOTA 4: Forma de pago 50% anticipo 50% Despacho

NOTA 5: Tiempo de garantia un afio

NOTA 6: 5i es distribuidor sugerimos aumentar del 25 %

NOTA 7: valides de la oferta 45 dfas hibiles

Cordialmente

Mauricio Paez Velasquez

Gerente comercial

Cel. 3164643827 Tel_ +57 (1) 756-8668

Edificio JPINGLOBAL calle 80 # 69 P -07 Bogotd-Colombia
https//www instagram com/jpinglobal/

www.jpinglobal.com comercial@jpinglobal.com

[=2
—Inglobsl
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Biorreactores de Bailun Biotechnology Co., Ltd, con sistema de automatizacion'?®

3 Bailun bl‘OC € BaiLun Biotechnology Co., Ltd

6848# Liuxiang Rd.. Jiading. Shanghai. China
sales(@fermentertech. com Tel: +86- 139-17391617

Laboratory Fermenter/Bioreactor Data Sheet

BAILUN BIO @'«

Glass fermenter(Off-site sterilization autoclaves, (Magnetic Drive) BLBIO-5GC

Products and name of goods. quantity and price UsD
Serial | Name Type Qua. List price | Disc. price

7 liters glass fermenter(Off-site BLBIO-7GJ

1 e 1 18670 13200
sterilization autoclaves) BLBIO-7GC

2 Chiller(option) 15C-30C 1 2000 1500

3 Autoclave for sterilization 1001 volume 1 3500 3000

Delivery: about 4 weeks.
Terms: CIF by sea.
Payment: Prepay.
‘Warranty: 1 year

Without mechanical sealing. magnetic force stirrer can be used during the sterilization.
It is suitable for generic microorganism culture specially for the medicament microbe
culture with long ferment cyele.

Mechanieal stirrer with mechanical sealing is suitable for microbe culture i the ropy

medium (i.e. xanthan gum)

128 BAILUN BIOTECHNOLOGY.< service@fermentertech.com>. “7L Glass fermenter’ [Correo
electronico]. 15 de mayo 2019. Enviado a usuario de la universidad America.
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B Bailun bIOC € BaiLun Biotechnology Co., Ltd

6848# Liuxiang Rd.. Jiading, Shanghai, China
sales@fermentertech.com Tel: +86- 139-17391617

BLBIO-7GC/7GJ auto fermenter

+ System constitute:

No

Item

Description

1

Vessel system

T liters total volume

3-5 liters working volume

Glass vessel with rounded bottom and double jacket for temperature
control

Lid

Stainless steel 316L

With sterile and pressure proof ports

14 x diameter 12mm and 2 x diameter 19mm

1 port for top drive

5 x l-way connection piece, height adjustable harvest tube.
Drive

Direct drive from top. DC motor, 90 W, 30 — 1200 rpm
Agitation

Mechanical seal. shaft, 2 height adjustable six — blade stirrer,
removable baffle cage

Aeration

Auto cleavable sterile filter, check valve, connection piece, aeration

tube with ring sparger

Required air pressure approx. 1.5 bar

Ventilation

Reflux cooler, connection piece, auto cleavable sterile filter
Temperature Circuit

Connected to glass double jackets. all four temperature circuits
connected by central supply and drain lines.

Probes

Autoclavable temperature probe Pt100 incl. connecting cable
Autoclavable pH-gel-electrode incl. connecting cable

Autoclavable height adjustable antifoam-probe incl. connecting cable
Sampling System

Autoclavable sampling system

Inoculum

Cup for silicone diaphragm

Measurement of Controls

Integrated in stainless steel trunking
Pow}er supply

| Main power supply for all electrical circuats. 1 x 230V, 50 Hz

http:/fwrww blbio.com/en

professional integrity excellence  http://www fermentertech com

154




