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RESUMEN

El presente proyecto tiene como objetivo el disefio de un biorreactor para la produccion
de un concentrado de 7x10*UFC de esporas de la bacteria Bacillus Subtilis por batch.
El proyecto se resume en 4 etapas; la primera etapa fue la evaluacion de 3 medios de
cultivo en donde se determind mediante experimentacion en matraces Erlenmeyer de
1 L el medio de cultivo que mayor concentracion de células viables alcanzaba por costo
de medio de cultivo; la segunda etapa fue la construccion de la curva de crecimiento
del medio de cultivo seleccionado y la evaluacion de un medio esporulante conformado
por MnS0, y MgSO0, utilizando matraces Erlenmeyer de 1 L y un reactor batch de 20 L;
la tercera etapa fue el dimensionamiento de los componentes del biorreactor y
elaboracion de planos esquemaéticos del mismo; la cuarta etapa fue la evaluacién
econdémica de la realizacion del proyecto. EI medio de cultivo éptimo fue el medio

conformado por melaza, urea, y fosfato dipotasico, alcanzando una concentracion final
luego de 12 horas de crecimiento de 1.51 10! UFC/mL y el porcentaje de
esporulacién alcanzado fue del 9.13%. El volumen requerido del biorreactor para
producir la cantidad requerida de esporas de Bacillus Subtilis es de 82L. El tiempo de

recuperacion de la inversién del proyecto es de 9 meses con una reduccion de

importaciones del 91% de esporas de Bacillus Subtilis.

Palabras Clave: Bacillus Subtilis, Biorreactor, Curva de crecimiento bacteriano,
Esporulacion.



ABSTRACT

The main objective of this project is the design of a bioreactor able to produce
7x10*CFU of Bacillus Subtilis spores per batch. The Project is composed of 4 stages.
First, the evaluation of 3 different growth media by experimentation using 1 L
Erlenmeyer flasks, to determine the one producing the highest viable cells
concentration per cost of growth media. Second, a growth curve in the selected media
was generated and the evaluation of a sporulating media based on MnS0, y MgSO0,
using 1 L Erlenmeyer flasks and a 20 L batch reactor was done. Third, the dimensioning
of the proposed bioreactor components and its schematics were generated. Fourth, the
financial study of the project was made. The optimum growth media was the one based

in molasses, urea and dipotassium phosphate, reaching a final concentration of 1.51 *
1011 CFU/mL after 12 hours of growth and the sporulation percentage was 9.13%. The

volume of the bioreactor to produce the required quantity of Bacillus Subtilis spores is
82 L. The time needed to recover the investment is 9 months and imported Bacillus

Subtilis spores are reduced by 91%.

Keywords: Bacillus Subtilis, Bioreactor, Bacterial growth curve, Sporulation.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El uso de microorganismos en la industria tiene una gran importancia alrededor del
mundo en el &mbito econémico, medio ambiental y social. Existen dos principales
areas en las cuales los microrganismos se encuentran en la industria; en la obtencion
de productos como cerveza, vino, pan y queso mediante procesos de fermentacion;
y en el uso de microorganismos para fines ambientales y control de contaminacion,
mediante su aplicacién para degradar contaminantes en derrames de petréleo y
efluentes industriales o domeésticos (Waites, 2001).

En Ecuador las importaciones de microorganismos en el afio 2016 fueron de 30.33
toneladas métricas con un valor FOB de 1,6 millones de ddlares y en la proyeccion
segun la tendencia desde el afio 2000 al 2016, se estima que se importe 82.26
toneladas métricas con un valor FOB de 4.5 millones de ddlares para el afio 2030
(MAG, 2017).
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Figura 1.1 Toneladas métricas de microorganismos importadas entre los afios 2000 y
2016 (MAG, 2017)
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Figura 1.2 Valor FOB de importaciones de microorganismos entre los afios 2000 y
2016 (MAG, 2017)

Existen aproximadamente 77 empresas en el pais que realizan la importacion de
microorganismos, 37 empresas en la ciudad de Quito y 40 empresas en la ciudad de
Guayagquil, entre ellas, la empresa Quality Corporation S.A. (BCE, 2018).

Quality Corporation S.A es una empresa que se dedica a la elaboraciéon y
comercializaciéon de productos que contienen esporas de bacterias, utilizados en el
tratamiento de aguas residuales y remediacion de suelos contaminados, asi como
productos de biotecnologia para el agro y acuicultura. Para la elaboracion de estos
productos, la empresa realiza importaciones de diferentes cepas de bacterias. En las
importaciones, las cepas de bacterias se comercializan utilizando el término
“‘Unidad”. Cada Unidad de una cepa de bacteria es un producto concentrado que
contiene 10'* unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa y su peso varia

entre 1Kg a 3 Kg, dependiendo de la cepa (Quality Corporation S.A., 2015).

1.1 Descripcion del problema

La importacion de cepas de bacterias implica altos costos para Quality
Corporation S.A., encareciendo a los productos que las utilizan como materia
prima. Ademas, existe el riesgo de suspension de importaciones de bacterias
por el cambio de matriz productiva en el pais, dejando a la compafia sin poder
elaborar esta linea de productos. Esta problematica afecta a cualquier

empresa que se dedique a la importacién de microorganismos, y en el pais,



1.2

no se cuenta con industrias que produzcan concentrados de bacterias, que

permitan sustituir estas importaciones (Aguilera & Ramirez, 2016).

Para la produccion industrial de concentrados de bacterias se requiere de
biorreactores, los cuales no se producen en el pais; importarlos, implicaria
altos costos de adquisicion y dependencia de importaciones (Sornoza, 2017).
También se requiere de medios de cultivo, los cuales permitan un adecuado
crecimiento de las bacterias. Los medios de cultivo deben ser de bajo costo,
estar disponibles a nivel local, cumplir con uniformidad de sus componentes y

su residuo debe ser de facil disposicion final (Okafor, 2007).

Justificacion del problema

Una de las bacterias que requiere Quality Corporation S.A. para la elaboracién
de sus productos, es la bacteria Bacillus Subtilis. Para reducir los problemas
mencionados anteriormente, la empresa busca internalizar la produccién de
esta cepa bacteriana; para ello, se requiere de un biorreactor, un medio de
cultivo adecuado e informacion experimental sobre el crecimiento y
esporulacion de la bacteria, siendo la esporulacién un requerimiento para

poder almacenar las bacterias y ser comercializadas en sus productos.

Los medios de cultivo estandares para la produccién a escala industrial
requieren ser importados, y sus costos, pueden ser reducidos al sustituir estos
medios por otros preparados con materias primas de menor costo y mayor
disponibilidad a nivel local (Basmma & Kulkarni,2017). Sin medios de cultivo
elaborados méas econdmicos y que proporcionen resultados similares al de los
estandares, la empresa no podra reducir costos de produccién por materia

prima para alcanzar mayor rentabilidad en sus productos.

Con la realizacion de este proyecto, se busca presentar el disefio de un
biorreactor para la empresa Quality Corporation que permita la produccion,
por requerimiento de la empresa, de al menos 7 Unidades (7x10™UFC) de
esporas de la cepa Bacillus Subtilis por batch. Ademas, se evaluaran medios

de cultivo alternativos a los estandares, de menor costo y con materias primas



disponibles en la empresa para la produccién de estas bacterias. Las

condiciones de crecimiento Optimas seran definidas y se evaluara la

esporulacion de estas bacterias.

1.3 Objetivos

13.1

1.3.2

Objetivo General

Diseflar un biorreactor para la obtencion de 7x10UFC de esporas de

Bacillus Subtilis por batch.

Objetivos Especificos

Determinar el medio de cultivo 6ptimo mediante la relacion entre unidades
formadoras de colonia alcanzadas al final del crecimiento y costo de los
componentes de 3 medios de cultivo.

Construir una curva de crecimiento utilizando el medio de cultivo éptimo.
Evaluar el uso de un medio esporulante mediante el porcentaje de
esporulacion.

Elaborar las bases de disefio del biorreactor en base a la experimentacion
realizada.

Evaluar la viabilidad de la implementacion de la propuesta mediante un

analisis econdmico del proyecto.

1.4 Marco tedrico
1.4.1 Bacillus Subtilis

La bacteria Bacillus Subtilis pertenece al género Bacillus, quienes tienen en
comun la habilidad de producir aerébicamente esporas al interior de su
célula, también llamadas endosporas, en estado de latencia cuando se

encuentran en condiciones adversas de crecimiento.



Figura 1.3 Micrografia fluorescente de células de Bacillus Subtilis y la

presencia de endosporas al interior de la célula (Goldman, 2009)

La bacteria Bacillus Subtilis es una bacteria Gram positiva, movil, facultativa
y con forma de bastdn. Es ubicua, es decir, presente naturalmente en el
ambiente y puede ser aislada de muestras de aire, agua y tierra en casi

cualquier parte del mundo (Goldman, 2009).

En la agricultura, es utilizada como bioagente, aplicandola a las semillas y
suelo para generar biopesticidas y controlar enfermedades de plantas
(Basamma, 2017). En la medicina y farmacia es utilizada para la obtencion
de biosurfactantes para evitar la adhesién microbiana a superficie sélidas
de microrganismos (Coronel, 2015). Otra aplicacion industrial es la

obtencién de productos de fermentacion, descritos en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Productos industriales por fermentaciéon de la bacteria Bacillus

Subtilis
Productos Aplicacién Industrial
Productos Quimicos Finos
_ Alimentos,
D-ribosa . .
Cosmetologia y Farmacia
Riboflavina Alimentos y Farmacia
Enzimas
) Alimentos, Almidon, Papel,
a-Amilasa ) .
Textil, Elaboracion de cerveza
Glutaminasa Comida, Sabor
Proteasa Detergente, Comida

Fuente: (Goldman, 2009)



1.4.2 Ciclo de crecimiento de las bacterias formadoras de endosporas

El ciclo de crecimiento de las bacterias formadoras de endosporas puede
resumirse en 3 principales fases: Formacion de nueva célula vegetativa,
crecimiento y esporulacién. La Figura 1.4 representa de manera ilustrativa

este ciclo de crecimiento.
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Figura 1.4 Ciclo de crecimiento de las bacterias formadoras de endosporas
(Norris, 1971)

1.4.2.1 Formacién de nueva célula vegetativa

La formacion de una nueva célula vegetativa a partir de una endospora

ocurre en 3 pasos: activacion, germinacioén y emergencia.

A nivel de laboratorio, la activacion de la endospora se realiza por su
calentamiento en un medio liquido a una temperatura elevada, pero
subletal, durante varios minutos. Durante la activacion, las endoesporas
salen de su estado de latencia quedando acondicionadas para la
germinacion en presencia de nutrientes adecuados. La activacion
permite acelerar el inicio de crecimiento. La germinacion es un proceso

en donde las endosporas pierden su refractabilidad, aumentando su



1.4.2.2

capacidad de tincion y perdiendo la resistencia al calor. La endospora se
hincha por el incremento de su humedad y por la sintesis de proteinas,
ADN y ARN. Finalmente, toma lugar la emergencia, en donde la nueva
célula emerge rompiendo la cubierta de la endospora y se divide de ella.

Todo este proceso ocurre en el orden de minutos (Madigan, 2003).

Crecimiento

El crecimiento se define como el aumento en el nimero de células. Una
célula vegetativa se divide en dos células por un proceso llamado fision
binaria. Durante este proceso, los constituyentes de la célula aumentan
y se reparten para las dos nuevas células. El tiempo de generacion o
tiempo para completar un ciclo de crecimiento depende de factores
nutricionales y genéticos de la bacteria. Puede durar 20 minutos como
en el caso de la bacteria Escherichia coli, hasta horas (Michael T.
Madigan, 2004). El tiempo maximo de generacion reportado para la
Bacillus Subtilis en un medio complejo a 40°C es 0.43 horas (Stainer,
1987). Las fases de crecimiento en un sistema de cultivo cerrado se
describen en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Fases de crecimiento microbiano en un cultivo cerrado

Fase de Crecimiento Descripcién

) Adaptacion al medio y sintesis de
Latencia o
componentes para crecimiento.

) Multiplicacién de células por fision, no
Exponencial Acelerado y
hay esporulacion.

) Limitada presencia de sustrato. Inicio
Exponencial Desacelerado g
de esporulacion.

) . Substrato limita crecimiento. Funciones
Estacionario ] o
Vegetativas, no hay crecimiento

Muerte Lisis de célula

Fuente: (Madigan, 2003)

El crecimiento microbiano tipico puede ser representado en una curva

de células totales versus tiempo segun la Figura 1.5.



1.4.2.3

1.4.2.4
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Figura 1.5 Curva tipica de un cultivo cerrado de bacterias (Shuler &
Kargi, 2002)

Esporulacién

Durante el crecimiento exponencial no existe esporulacion bacteriana.
La esporulacién inicia cuando cesa el crecimiento por la limitada
disponibilidad de un nutriente esencial. La esporulacion de la Bacillus
Subtilis ha sido extensamente estudiada y el proceso completo dura 8
horas. Durante este proceso, cesan reacciones de sintesis de proteinas
funcionales en la célula e inician sintesis de proteinas para la formacién
de la endoespora. La esporulacion termina con la lisis de la célula madre

y liberacién de la endoespora (Madigan, 2003).

Endoespora

Al de se obtiene una nueva estructura

metabdlicamente inerte, deshidratada, muy resistente al calor y a

final la esporulacion,

agentes quimicos llamada endoespora. Una endoespora puede
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permanecer durante muchos afios en estado de latencia hasta que las
condiciones sean aptas para iniciar el ciclo de crecimiento. Un factor que
puede limitar la viabilidad de una endoespora es la radiacion cosmica
durante muchos afios, debido a mutaciones en el ADN de la endoespora
(Madigan, 2003).

1.4.3 Medios de Cultivo

Los medios de cultivo son mezclas de compuestos quimicos que sirven
como fuente de energia y nutricion para el crecimiento de los
microorganismos. Estdn compuestos por macronutrientes (elementos
guimicos requeridos en mayor cantidad), y micronutrientes (elementos
guimicos requeridos en menor cantidad). Estos ultimos no suelen afadirse
a los medios de cultivo debido a que se requieren en muy pequefas
cantidades y suelen venir como trazas de los macronutrientes. Se suelen
afiadir solamente en casos de investigaciones de macronutrientes de muy

alta pureza (Madigan, 2003).

Los medios de cultivo pueden clasificarse en definidos (cuando se usan
férmulas especificas de compuestos quimicos), y complejos, (cuando no
tienen una férmula quimica exacta). En la Tabla 1.3 se muestran algunos
macronutrientes, la forma de administrarse en un medio de cultivo y su

funcién en las células del microorganismo.



Tabla 1.3 Macronutrientes y formas de ser suministrados a un medio de

cultivo
Composicion o
) Forma Suministrada »
Elemento | aproximada en peso en ) ) Funcion
i . a Medios de Cultivo
un microorganismo (%)
Glucosa
Acetato ] o
C 50 Material celular, Lipidos
Extracto de Levadura
Peptona
Constituyentes
Agua }
@) 20 . celulares, Proteinas,
Oxigeno Gaseoso o i
Acidos Nucleicos
Cloruro de Amonio Constituyentes
N 14 Sulfato de Amonio celulares, Proteinas,
Aminoéacidos Acidos Nucleicos
H 8 Agua Constituyentes celulares
b 3 Fosfato de Dipotasico Acidos Nucleicos,
Fosfato de Disodio Lipidos
S 1 Sulfato de Sodio Aminoacidos
K 1 Fosfato de Dipotasico | Enzimas para sintesis
Cloruro de Potasio de proteinas
Estabilizador de Pared
. Celular,
Ca 0.5 Cloruro de Calcio ) ]
Termoresistencia
endoesporas
M 0.5 Cloruro de Magnesio Estabilizador de
g ' Sulfato de Magnesio Ribosomas, Enzimas
) Respiracion Celular,
Cloruro de Hierro
Fe 0.2 ) Transporte de
Sulfato de Hierro
Electrones

Fuente: (Madigan, 2003)

1.4.4 Biorreactor

Un biorreactor es un equipo que posee un ambiente biolégicamente activo

(IUPAC, 2006). También se lo puede definir como un recipiente en donde

se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias

bioguimicamente activas derivadas de dichos organismos. Otra manera de




definir a un biorreactor es, como un sistema disefiado para el crecimiento

de células o tejidos.
1.4.5 Configuraciones de biorreactores
Existen varias configuraciones de biorreactores: reactor de tanque agitado,
reactor de columna de burbujas, reactor de lecho empacado, reactor airlift,
reactor de lecho fluidizado, entre otros (Liu, 2017). La mayoria de estas
configuraciones pueden operarse en los tres modos de operacion mas

comunes: batch, semi-batch y CSTR; las ventajas y desventajas de cada

modo de operacion se encuentran resumidas en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Ventajas y desventajas de los modos de operacién de reactores

Criterio Batch CSTR Semi-batch
Concentracion y .
o Concentracion Concentracion
Sustrato disminuye en el
i constante. constante.
tiempo.
. Se puede mejorar la y
Concentracion o Concentracion
Producto selectividad controlando
aumenta en el . aumenta en el
deseado ) la concentracion del _
tiempo. tiempo.
sustrato.
Facil de cambiar Dificil de cambiar Facil de cambiar
Flexibilidad condiciones de condiciones de condiciones de
operacion. operacion. operacion.
Produccién a Produccién a grande Produccion a
o pequefia escala, escala, suministro de grande escalay
Aplicaciones o
sustrato o producto | sustrato y demanda de requerimiento de
de alto valor. producto consistente. flexibilidad.

Fuente: (Liu, 2017)

1.4.5.1 Reactor de tanque agitado

En un reactor de tanque agitado la mezcla del medio y la dispersion del
aire se logra mediante agitacion mecanica; esto requiere una cantidad
considerable de energia por unidad de volumen. Se utilizan bafles en
estos reactores para reducir la vorticidad. Existe una gran variedad de
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tamafio y formas de sistemas de agitacion para producir diferentes
patrones de flujo en el recipiente; si el reactor es alto, la instalacion de
multiples impulsores mejora el mezclado (Liu, 2017). La Figura 1.6

muestra un esquema tipico de este tipo de reactor.
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Figura 1.6 Biorreactor de tanque agitado (Doran, 2013)

1.4.6 Principales componentes de un biorreactor

1.46.1

1.4.6.2

Tanque o recipiente

El recipiente o tanque es el lugar donde se encuentra el medio de la
reaccion. El material que se utiliza para los biorreactores usualmente es
acero inoxidable, o vidrio si el reactor tiene una capacidad menor a 30
litros y se desea observar el interior del reactor (Tramper, 1991).
Usualmente son de forma cilindrica con un cascarén semiesférico en la

parte inferior para facilitar la purga o evacuacion del medio.

Sistema de agitacion

Este componente solamente esta presente en los reactores de tanque
agitado. El sistema comprende un motor, un eje de transmision e

impulsores. ElI motor se encarga de dar la energia mecanica que

12



requiere el sistema de agitacion. El eje transmite dicha energia a los
impulsores, los cuales se encuentran acoplados al eje. La energia
requerida depende de varias propiedades fisicas del fluido, asi como la

geometria de los impulsores.

Un correcto mezclado es imprescindible en un biorreactor por diversas

razones (Doran, 2013):

Mezclar componentes solubles del medio, tales como el sustrato de las
células.

Dispersar gases en el liquido en forma de burbujas, tales como el aire,
para suministrar oxigeno a las células.

Mantener la suspensién de células y agregados de células.

Dispersar liquidos inmiscibles para formar emulsiones, si es necesario.

Mejorar la transferencia de calor en el medio.

Todas estas funciones son de suma importancia en un biorreactor, tanto
para justificar las asunciones realizadas en el modelo matematico, asi
como para el correcto funcionamiento del mismo. La Figura 1.7 muestra

diferentes tipos de impulsores utilizados en reactores.

[~
Six-flat-blade disc turbine Propeller Pitched-blade turbine
Anchor Gate anchor Helical screw

Figura 1.7 Disefios de impulsores utilizados en reactores (Doran, 2013)
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1.4.6.3 Sistema de calentamiento

Las células tienen un rango de temperatura Optimo para su crecimiento,
por lo cual el cultivo de éstas se realiza en un biorreactor isotérmico a
una temperatura usualmente mayor a la temperatura ambiente, por
consiguiente, debe existir un sistema que suministre calor al biorreactor

manteniéndolo a la temperatura indicada.

Existen varias configuraciones de sistemas de transferencia de calor
para reactores utilizadas en la industria (Coulson, Richardson,
Backhurst, & Harker, 1999):

e Enchaquetado
e Serpentin externo
e Serpentin interno

e Intercambiador de calor externo

N
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./ o =
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Figura 1.8 Sistemas de calentamiento comunes (Doran, 2013)
El fluido que se utiliza para el intercambio de calor es usualmente agua,

ya sea en forma liquida o vapor, de acuerdo con la demanda energética

requerida por el biorreactor.
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1.4.6.4 Instrumentacién

Para que exista un optimo crecimiento en el biorreactor; parametros tales
como temperatura, pH y concentracion de oxigeno disuelto deben ser
monitoreados y controlados durante la operacion del reactor. Un proceso
por naturaleza es dinamico y cualquier perturbacion puede causar que
el sistema pierda su equilibrio (Smith & Corripio, 1997). Con la adecuada
instrumentacion se puede monitorear estos parametros clave para su

respectivo control, ya sea manual o automatico.
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Alternativas de solucién al problema

2.1.1 Alternativas de medio de cultivo

Para reproducir la cepa de bacteria Bacillus Subtilis, la empresa Quality
Corporation S.A. solicité evaluar como fuente de macronutrientes el uso de
melaza como fuente de carbono, urea como fuente de nitrogeno y fosfato

dipotasico como fuente de potasio y fosforo.

Para definir las cantidades de cada macronutriente, se utilizaron estudios
en donde se evalué el crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis
empleando melaza y urea como medio de cultivo a 30°C durante 48 horas

con los resultados representados en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Alternativas de medio de cultivo

Concentraci6n | Costo del

Alternativa | Medio de Cultivo | COn¢entracion final Medio de
(g/L) (108 UFC/ ) Cultivo
mL ($/L)
Caldo de Cultivo
1 LB (Cultivo 13 100.44 1.041
estandar)
Sacarosa +
2 Extracto de 10+5 67.67 0.6075
Levadura
Sacarosa +
3 Extracto de 15+8 88.73 0.7833
Levadura

4 Melaza + Extracto 20+10 98.6 0.747
de Levadura

Melaza + Extracto

5 de Levadura 12+12 62.33 0.8328
6 Melaza + Urea 20+2 71.67 0.471
Melaza + Urea 25+5 80.07 0.72

Fuente: (Basamma, 2017)



2.1.2

Con los datos de la Tabla 2.1, se evalué la relacion de unidades formadoras
de colonia totales y costo de medio de cultivo, presentada en la Tabla 2.2.
Se seleccionaron las mejores alternativas en base a la concentracion de
unidades formadoras de colonia alcanzadas al final del cultivo por costo por

litro de medio de cultivo.

Tabla 2.2 Alternativas de medios de cultivo en relacién a las unidades

formadoras de colonia promedio por costo de medio de cultivo

Relacién Unidades
_ ) _ Formadoras de Colonia por
Alternativa | Medio de Cultivo | cgosto de Medio de Cultivo
11 UFC
(10 /s)
Caldo de Cultivo
1 (Mezcla 96
estandar)
Sacarosa +
2 Extracto de 111
Levadura
Sacarosa +
3 Extracto de 113
Levadura
Melaza +
4 Extracto de 132
Levadura
Melaza +
5 Extracto de 75
Levadura
6 Melaza + Urea 152
7 Melaza + Urea 111

De acuerdo a la Tabla 2.2, las mejores alternativas son las alternativas 4 y
6, las cuales se seleccionaron para evaluar en este proyecto, y la alternativa
1, se utiliza como medio de cultivo estandar para comparar los resultados

de las alternativas 4 y 6 a nivel de matraz de laboratorio.

Alternativas de medio esporulante

El uso de un medio de cultivo estandarizado es importante en los estudios
de esporulacién ya que el medio de esporulacion determina parcialmente
la resistencia, activacién y germinacion de las esporas. Muchas especies

de bacilos se esporulan satisfactoriamente en el medio estandar llamado
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“Medio G”, descrito en la Tabla 2.3, y también en muchos medios ordinarios
de laboratorio donde la concentracion de glucosa no supere el 0.5% en

peso y tenga una adecuada presencia de Mn*? (Norris, 1971).

Tabla 2.3 Composicién del medio esporulante estandar “Medio G”

Concentracién

Compuestos
(g/L)
Glucosa 4
K,HPO, 1
(NH,),S0, 6
Extracto de levadura 2
MnS0,H,0 0.1
MgSo, 0.8
ZnSo, 0.01
CuS0,5H,0 0.01
CaCl, 0.01
FeS0,7H,0 0.001

Fuente: (Norris, 1971)

Para el medio esporulante en la experimentacion de este proyecto se
utilizaron las cantidades recomendadas de MnS0O,H,Oy MgS0, por litro de
medio de cultivo, cuyas cantidades se especifican en la Tabla 2.4. En este
proyecto se afiade estas sales al final de la fase de crecimiento, marcando

el inicio de la fase de esporulacion.

Tabla 2.4 Medio esporulante por litro de medio de cultivo evaluado en este

proyecto
Compuestos Concentracion (g/L)
MgSo, 0.8
MnS0,H,0 0.1

2.2 Metodologia de disefo
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El disefio de un biorreactor industrial debe seguir las siguientes fases:




1. Matraz de laboratorio: Se realizan experimentos usando materiales de
laboratorio, donde el biorreactor sera del tamafio de un matraz. En esta fase
se obtienen las primeras indicaciones sobre la factibilidad del proceso

industrial.

2. Biorreactor de pequefia escala: Se realizan experimentos usando
biorreactores a pequefia escala del tamafio de 1 a 20 L de volumen. En esta
fase se puede evaluar las variaciones en el medio, temperatura, pH y oxigeno
disuelto sin incurrir en altos costos en reactivos para el medio de cultivo y

operacion del equipo.

3. Biorreactor de planta piloto: Se evalta el proceso como con las condiciones
gue se pretende evaluar en la planta comercial. El tamafio de los equipos en
esta etapa puede ser de 100 a 3000 L de capacidad.

4. Biorreactor comercial: Se ejecuta el proceso para cubrir la demanda u oferta
planificado. Se toman los resultados e indicadores de la planta piloto para su
operacion. (Michael T. Madigan, 2004)

Para el disefio del biorreactor en este proyecto, que permita alcanzar el
objetivo de al menos 7x10'* unidades formadoras de colonia, y considerando
las fases de escalamiento para la construccion de un biorreactor industrial, se

establecio la siguiente metodologia de disefio representada en la Figura 2.1.
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Construccion de Curva
de Crecimiento en
Matraces de Laboratorio
de 1Ly Evaluacién de
Esporulaciéon

Evaluacién de Medios de
Cultivo y Seleccion de
Medio de Cultivo Optimo
en Matraces de
Laboratorio de 1 L

Definicién de
Condiciones de
Experimentacion

Construccion de Curva
de Crecimiento en
Reactor Batchde 15 Ly
Evaluacion de
Esporulacion

y Dimensionamiento de
Elaboracién de Planos Biorreactor y de sus

del Biorreactor Partes

Estimacion del
Presupuesto para la
Construccion del
Biorreactor

Figura 2.1 Diagrama de metodologia de disefio del biorreactor

2.3 Definicion de condiciones de experimentacion
2.3.1 Cepa de bacteria

La cepa de bacteria Bacillus Subtilis fue proporcionada por la empresa
Quiality Corporation. La presentacion de la muestra proporcionada de la
cepa es en polvo y de color café claro. Cada 200 gramos de producto
contienen 10 UFC de esporas de Bacillus Subtilis 0 una Unidad. Para este
proyecto, se evalué el uso de 2g de producto por cada litro de medio de

cultivo, equivalentes a 1x10*2UFC por litro de medio de cultivo.

2.3.2 Condiciones en el Biorreactor

Las condiciones Optimas de pH, temperatura, oxigeno disuelto y agitacion

se describen en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 Condiciones del medio de cultivo

Condicion del medio Especificacion
pH 6-8
Temperatura 30-37°C
Oxigeno disuelto >2ppm
Agitacién 500-600 rpm

Fuente: (Liu, 2017)
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Las condiciones de pH son controladas con soluciones de &cido clorhidrico
e hidréxido de sodio 0.1M. La temperatura del medio de cultivo es
controlada por una plancha de calentamiento que mantiene la temperatura
del medio constante. El oxigeno disuelto es controlado con una bomba de

aireacion y la agitacion del medio.

2.3.3 Condiciones de esterilidad

Todos los materiales en contacto con el medio son esterilizados previo a su
uso. El control de contaminacion del medio de cultivo se realiza mediante
observacion por microscopio y cultivo en caja Petri, verificando que solo la
especie inoculada se encuentre en el medio. Los medios de cultivo son

autoclavados a 121 °C durante 15 minutos.

2.3.4 Tiempo de operacion del reactor

Para reducir el desgaste de los componentes del biorreactor y por
conveniencia de la produccion de la empresa, se establecié que el tiempo
de operacion del reactor sea de hasta 24 h. El tiempo de operacion del
biorreactor depende del tiempo de cultivo o crecimiento y del tiempo de
esporulacion. El tiempo de esporulacién se estableci6 de 12 horas
considerando que el tiempo minimo de esporulacion que requiere una
bacteria de Bacillus Subtilis es de 8 horas. En consecuencia, el tiempo de

crecimiento de la bacteria evaluado en este proyecto es de 12 horas.

2.4 Evaluacion de medios de cultivo y seleccion de medio de cultivo 6ptimo
en matraces de laboratorio de 1 L
2.4.1 Medios de cultivo

En base a las mejores alternativas segun la Tabla 2.2, proveyendo de los
macronutrientes fésforo y potasio mediante fosfato dipotasico (Norris,
1971), se evaluan los siguientes medios de cultivo descritos en la Tabla 2.6
y enla Tabla 2.7.
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2.4.2

2.4.3

Tabla 2.6 Medio de Cultivo 1

Compuestos | Concentracion (g/L)

Melaza 20
Urea 2
K,HPO, 1

Tabla 2.7 Medio de Cultivo 2

Compuestos Concentracién (g/L)
Melaza 20
Extracto de levadura 10
K,HPO, 1

Para comparar los resultados de los medios alternativos, se utiliza el medio
de cultivo estandar LB o Luria Bertani. El caldo LB es el medio de
crecimiento de bacterias mas utilizado para cultivo de microorganismos y

tiene la composicion descrita en la Tabla 2.8.

Tabla 2.8 Medio de Cultivo Estandar, Luria Bertani

Compuesto Concentracion (g/L)
Peptona de caseina 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 5

Fuente: (Scientific, 2017)

Activacién de esporas

Previo a la inoculacién de las esporas en el medio, las esporas son

activadas en agua destilada a 70°C durante 30 minutos (Norris, 1971).

Inoculacion de esporas

Una vez listo el biorreactor, con su respectivo medio de cultivo y

condiciones segun la Tabla 2.5, se inoculan las bacterias en el medio.
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2.4.4 Evaluacién de los medios de cultivo

Luego de inocular las bacterias en el medio, se las cultiva durante 12 horas

y se realiza el recuento de células viables alcanzadas.

2.4.4.1 Recuento de células viables

El recuento de células viables se realiza por el método de conteo en
placa. Se toma una alicuota de suspension de cada cultivo y se realiza
diluciones sucesivas que permitan contar unidades formadoras de
colonia en un rango de 30 y 300. Una alicuota de 0.5 mL de la ultima
dilucion de cada cultivo es inoculada en cajas Petri con agar nutritivo
descrito en la Tabla 2.9. Las placas inoculadas son incubadas a 37+1°C
por 48 h. Luego se realiza el conteo de unidades formadoras de colonia
para cada cultivo y se calcula el numero de unidades formadoras de

colonias por mililitro.

Tabla 2.9 Agar nutritivo para conteo de células viables

Compuestos Concentracion (g/L)
Triptona 5
Dextrosa 1
Extracto de levadura 25
Agar 12

Fuente: (Madigan, 2003)

2.4.5 Seleccion del medio de cultivo 6ptimo

El nimero de células viables alcanzado al final de las 12 horas en cada
medio de cultivo es dividido para el costo por litro de cada medio. El
resultado mas alto es seleccionado como medio de cultivo 6ptimo y con

este medio se continta a las siguientes fases de la metodologia de disefio.
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2.5 Construccion de curva de crecimiento en matraces de laboratorio de 1 L

y evaluacion de esporulacién

Se repiten los pasos mencionados en los apartados 2.4.2 'y 2.4.3, y se cultiva

las bacterias durante 12 horas. Esta fase es denominada como fase de

crecimiento.

2.5.1

2.5.2

2.5.3
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Recuento de células totales y viables

El recuento de células totales se realiza utilizando la cdmara de Petroff-
Hausser (Madigan, 2003). Se realiza el conteo de células totales cada hora
durante las 12 horas de la fase de crecimiento. El recuento de células
viables se realiza al final de las 12 horas de crecimiento segun el apartado
2.4.4.1.

Construccion de Curva de Crecimiento

Se elabora una grafica de células totales versus tiempo con los datos

obtenidos en el apartado 2.5.1.

Evaluacion de la esporulacion del microorganismo

Luego de las 12 horas de crecimiento, el medio de cultivo es dividido en
dos voliumenes iguales. En uno se afiade el medio esporulante descrito en
la Tabla 2.4 mientras que en el otro no se afiade este medio. El proceso de

esporulacion se evalla después de 12 horas afadidas las sales.

Recuento de esporas

Al final de las 12 horas de esporulacion se toma una muestra del medio y
se calienta en bafio maria a 70°C por 30 minutos. Luego se hace el recuento

de células viables de la muestra sometida a calentamiento, segun el
apartado 2.4.4.1; este numero representa las esporas en el medio (Norris,

1971). El porcentaje de esporulacion se calcula usando la ecuacion 2.1.
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% E lacién = UFC de esporas al final de la esporulacion 100 2.1
basporutacion = UFC al final de las 12 horas de crecimiento x '

2.6 Construccion de curva de crecimiento en reactor batch de 15 L y

evaluacion de esporulacion

Se repiten los pasos de la seccion 2.5 en el reactor batch de 20 L ubicado en
el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Ciencias Naturales
y Matematicas, utilizando en esta experimentacion 15 L de medio de cultivo.

Los datos obtenidos en este paso se utilizan para el disefio del biorreactor que

permita obtener 7x10* UFC/batch'

2.7 Dimensionamiento del Biorreactor y de sus Partes

2.7.1 Matriz de decisién

Existen varias configuraciones para cada componente del biorreactor, por
lo cual es recomendable utilizar una matriz de decision en la cual se tiene
los criterios relevantes con su respectiva ponderacion, la cual esta ligada a
su importancia. A cada opcién se le da una calificacion relativa para cada
criterio, la cual es multiplicada por la ponderacién respectiva; finalmente se
suma las calificaciones ponderadas de cada criterio para obtener la
calificacién final de cada opcidn, seleccionando la opciébn con mayor

calificacion.

En el presente trabajo se realiza una ponderacion de 0 a 1, donde 0
corresponde a poco importante y 1 corresponde a muy importante. Los

criterios que se utilizan son los siguientes (Yang, 1994):

e Inversion: mientras mas costosa sea la opcion, menor es su calificacion.

e Instalacién: mientras mas dificultosa sea la instalacibn, menor es su
calificacion.

e Operacién: mientras mas dificultosa sea la operacién, menor es su

calificacion.
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Versatilidad: mientras mas dificultoso sea realizar un cambio en su

operacion, menor es su calificacion.

2.7.2 Tipo o configuracion del biorreactor

Se procede a generar la matriz de decision, presentada en la Tabla 2.10,

con 5 opciones de biorreactores utilizados en la industria.

Tabla 2.10 Matriz de decision para el tipo de biorreactor

Columna Lecho Lecho
Criterio Ponderacion | STR _ Airlift o
de burbujas empacado | fluidizado

Inversion 0.5 4 4 4 4 4
Instalacion 0.3 5 3 1 5 2
Operacion 1 4 2 5 4 3
Versatilidad 0.8 5 2 3 3 1
Total 115 6.5 9.7 9.9 6.4

2.7.3 Tanque o recipiente

2.7.3.1 Seleccién del material de construccion

Debido a que no existe una norma especifica para la construccion de

biorreactores, existe

libertad para la seleccion del

material

de

construccion; sin embargo, los aceros inoxidables recomendados para

biorreactores son (Aguilera & Ramirez, 2016):

Acero AlISI 304
Acero AlISI 316

Las propiedades mecénicas de estos dos tipos de acero se presentan
en la Tabla 2.11.
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Tabla 2.11. Propiedades Mecénicas de los aceros AlSI 304 y AlSI 316.

Propiedades AISI 304 | AISI 316
Dureza Rockwell B 70 79
Resistencia maxima (MPa) 505 580
Resistencia a la fluencia (MPa) 215 290
Elongacion (%) 70 50
Mddulo de elasticidad (GPa) 193 193

Fuente: (Boyer & Gall, 1985)

Debido a que ambos aceros poseen propiedades mecanicas similares,
y el acero AISI 316 es mas resistente a la corrosion por cloruros (Liu,
2017), se selecciona el acero AISI 316 para todas las partes que se
encuentran en contacto con el medio (recipiente y sistema de agitacién),
y el acero AISI 304 para las demas partes del reactor (soporte y

conexiones).
2.7.3.2 Espesor

Las normas aplicables para la determinacién de espesor de tanques son
dependientes de la presion de operacion y la presién hidrostética que
ejerce el medio en el reactor; estas presiones dependen del volumen del
biorreactor. La Ecuacién 2.2 permite estimar el espesor de tanques de

almacenamiento de liquidos (American Petroleum Institute, 2007).

gDpH
e = T (2.2)

Donde e es el espesor requerido, g es la aceleracion de la gravedad, D
es el diametro del recipiente, p es la densidad del liquido, H es la altura

del liguido y S es la resistencia a la fluencia del material del recipiente.
2.7.4 Propiedades fisicas del medio de cultivo

El componente que causa mayor desviacion en las propiedades fisicas del
medio (densidad y viscosidad) con respecto a las del agua, es la melaza,
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debido a que es el macronutriente con mayor concentracion en el medio.
Las Tablas 2.12 y 2.13 contienen informacion referencial de las

propiedades fisicas del agua y de la melaza.

Tabla 2.12 Propiedades fisicas del agua a 37°C

Densidad (g/L) 993.3

Viscosidad dinamica (cp) | 0.6913
Fuente: (IAPWS, 2018)

Tabla 2.13 Propiedades fisicas de la melaza
Densidad (g/L) 1400

Viscosidad dinamica (cp) 5000

Masa molar (g/mol) 201.2

Fuente: (Premier Molasses, 2013)

2.7.4.1 Densidad

Para estimar la densidad del medio se puede suponer volumenes

aditivos, como se observa en la Ecuacion 2.3.

m,, + m, +m,
p= %

(2.3)

Donde p es la densidad del medio de cultivo, m,, es la masa de agua en
el medio, m,, es la masa de melaza en el medio, m; es la masa de

bacterias en el medio y V es el volumen del medio de cultivo.

2.7.4.2 Viscosidad dinamica

Para estimar la viscosidad de una mezcla se puede emplear la Ecuacion
2.4 (Grunberg & Nissan, 1949).

x ;,1-x

1= tmMy (2.4)
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Donde u es la viscosidad del medio de cultivo, u,, es la viscosidad
dindmica de la melaza, x es la fracciéon molar de la melaza en el medio

y u,, €s la viscosidad dinamica del agua a la temperatura de operacion.
2.7.5 Sistema de aireacion

La reproduccion de las bacterias se hara en un medio aerobico y la tasa de
consumo de una bacteria Bacillus Subtilis es de 1.5 * 1071° mmf’l/h (Doran,
2013). Se debe suministrar el oxigeno necesario para que el crecimiento

bacteriano no sea inhibido por la falta de oxigeno y para asegurar la
disponibilidad de oxigeno a lo largo de la altura del biorreactor.

2.7.5.1 Oxigeno requerido

La cantidad de oxigeno requerida es maxima cuando se llegue al estado
estacionario, debido a que en ese momento se alcanza la maxima
concentracion de bacterias y el requerimiento de oxigeno es
proporcional a la cantidad de bacterias en el medio. Para garantizar que
el oxigeno disuelto en el medio sea suficiente, se debe cumplir la
Ecuacion 2.5 (Shuler & Kargi, 2002).

Nos = nOR'max = qoNmax (2.5)

Donde n,s es la tasa de oxigeno suministrado, nyg, . €s el maximo

oxigeno requerido por unidad de tiempo, g, es la tasa de consumo de
oxigeno especifica y N,,,, €S la maxima cantidad de bacterias en el
medio. También se tiene la relacion de transferencia de masa en la

Ecuacion 2.6.
nos = ki, (C[ — Cp) (2.6)

Donde k; es el coeficiente de transferencia de oxigeno en el medio de

cultivo, C; es la concentracion de oxigeno en el medio en equilibrio con
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la fase gaseosa y C;, es la concentracion de oxigeno en un instante
determinado. k; es un parametro que debe medirse experimentalmente,
debido a que depende fuertemente de la composicion del medio, la tasa

de aireacion, temperatura e intensidad de agitacion.

2.7.5.2 Potencia de aireacion

La potencia requerida por el compresor para suministrar el aire necesario

esta dada por la Ecuacion 2.7 (Doran, 2013).

P, = pgFyH (2.7)

Donde P, es la potencia requerida por el compresor, p es la densidad del

liquido, g es la gravedad en la superficie de la tierra, F; es el flujo

volumétrico de aire suministrado y H es la altura del liquido en el

biorreactor.

2.7.6 Sistema de agitacion

Para garantizar una mezcla eficaz en el biorreactor, se debe disefar
correctamente su sistema de agitacion, esto comprende la seleccion de los
impulsores, la velocidad angular del sistema y la potencia requerida por el
motor para llevar a cabo la agitacién en el medio de cultivo empleado.

En el presente proyecto se utilizaran turbinas Rushton, ya que, al ser el tipo
de impulsor mas utilizado, es el mas estudiado y caracterizado; ademas,
provee gran dispersion de gas (Doran, 2013), a pesar de que su agitacion
es mayormente radial. Este problema es solucionado por el sistema de
aireacion, el cual ayuda a mezclar el liquido axialmente. En la Figura 2.2 se

observa el patron de flujo creado por este tipo de impulsores:
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Figura 2.2 Campo de velocidad generado por turbinas Rushton (Schafer,
Hofken, & Durst, 1997)

2.7.6.1 Velocidad angular

La velocidad angular requerida puede ser estimada por la Ecuacion 2.8,
la cual relaciona la capacidad del agitador y la dispersién de gases

suministrados al biorreactor (Doran, 2013).

D:
5Fl, = /FrEl (2.8)

Donde D; es el diametro del impulsor y D es el didmetro interno del
biorreactor; ademas, Fl, (Numero de flujo de gas) y Fr (Nimero de
Froude) son numeros adimensionales definidos por las Ecuaciones 2.9
y 2.10 (Doran, 2013).

_ g
i
N?D;
Fr = 7 (2.10)
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2.7.6.2

Donde N; es la velocidad angular del sistema de agitacion. Velocidades
angulares mayores o iguales a la que cumple con la Ecuacion 2.8
garantizan una dispersion total del aire en el biorreactor.

Potencia de agitacion

La potencia requerida por el motor del sistema de agitacion puede ser

estimada mediante la Ecuacion 2.11.

P = NppN3D? (2.11)

Donde N, es el nimero de potencia. Existen correlaciones graficas entre

el nimero de potencia y el numero de Reynolds, como en la Figura 2.3.
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Figura 2.3 Correlaciones entre el numero de Reynolds y el nimero de

potencia para varios impulsores (Rushton, Costich, & Everett, 1950)

Donde u es la viscosidad dinamica del medio de cultivo. De acuerdo a la
Figura 2.3, donde la curva 1 representa a las turbinas Rushton, la curva
2 representa a las turbinas de cuchilla inclinada y la curva 3 representa
a propulsores marinos convencionales; el numero de potencia para las

turbinas Rushton en régimen turbulento es alrededor de 5.
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2.7.7 Sistema de calentamiento

El sistema de calentamiento constara de una chaqueta en el biorreactor, la
cual proveera de calor al biorreactor mediante una resistencia eléctrica
hasta que el liquido contenido en el biorreactor alcance la temperatura
optima de 37°C. Una vez alcanzada esta temperatura, la resistencia se
apagara hasta que la temperatura se encuentre nuevamente por debajo de

lo especificado.

La Ecuacién 2.12 es un balance de energia en el biorreactor, con esta
ecuacion se puede estimar la potencia requerida por la resistencia para
proveer el calor necesario al biorreactor para que el liquido dentro de él

alcance la temperatura de operacion en un tiempo determinado.

dT(t) .
dt

mc (2.12)

Donde m es la masa de liquido en el biorreactor, c es el calor especifico del
medio de cultivo, t es el tiempo, Q es el calor por unidad de tiempo

suministrado por la resistencia eléctrica, y T es la temperatura del reactor.

2.8 Elaboraciéon de Planos del Biorreactor

2.9

Se presenta un plano con las dimensiones de las partes del biorreactor
elaborado en Inventor 2019 version estudiantil y un P&ID del biorreactor

elaborado en Autocad Plant 2018 version estudiantil.

Analisis econémico

La empresa Quality Corporation realiza la importacion en iguales cantidades
de 3 cepas del género Bacillus, entre ellas Bacillus Subtilis. Para el analisis
econdmico, se elige un escenario positivo, en el que se considera que estas
3 cepas tendran un comportamiento similar con las mismas condiciones

evaluadas para la bacteria Bacillus Subtilis. El analisis econdmico incluye, los
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costos de importacion, los costos de produccién en el biorreactor y el ahorro
anual considerando las 3 cepas de Bacillus. También incluye la inversion
requerida en este proyecto, la TIR, el VAN, el tiempo de recuperacion de la

inversion y el porcentaje de disminucion de importaciones.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Seleccion del medio de cultivo 6ptimo

Luego de evaluar los 3 medios de cultivo seleccionados en la seccién 2.4.1,
se obtuvieron los resultados presentados en las Tablas 3.1, 3.2y 3.3.

Tabla 3.1 Concentracion de Bacillus Subtilis alcanzada en el medio de cultivo

1.

Tiempo | Concentracion | Concentracion

Prueba de cultivo irll]igicfgll fm?cl‘
(h) (108UFC/ ) | (102UFC/ )

1 12 29 1.62

2 12 29 1.36

3 12 2.9 1.40

Promedio 1.46

Tabla 3.2 Concentraciéon de Bacillus Subtilis alcanzada en el medio de cultivo

2.

Tiempo Concentracién | Concentracién

Prueba de cultivo if;]iICTiC&“ f;]f}?é
(h) (108 UFC/ ) | (102 UFC )

1 12 2.9 6.80

2 12 2.9 8.12

3 12 2.9 7.02

Promedio 7.31




Tabla 3.3 Concentracién de Bacillus Subtilis alcanzada en el medio de cultivo

estandar

Tiempo | Concentracién | Concentracion

Prueba | de cultivo i?]iIC:i&’:ll f;]nl?é
(h) (108 /mL) (1012 /mL)

1 12 2.9 21.3

2 12 2.9 22.5

3 12 2.9 25.0

Promedio 22.9

Evaluando la relacién entre concentracién promedio alcanzada y el costo por

litro de los medios de cultivo, se obtuvieron los resultados de la Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Concentracion de Bacillus Subtilis alcanzada por costo de medio de

cultivo.
Costo de Relacién entre
. medio de | Concentracion Concentracion
Alternativas cultivo final final y costo
F
($/L) (1012 UFC/mL) (1015 U C/$)
Medio de 0.01 1.46 188
cultivo 1
Medio de 1.01 7.31 3.83
cultivo 2
Medio de
cultivo 5.36 22.9 4.27
estandar

La concentracion mas alta por costo de medio de cultivo corresponde al medio
de cultivo 1. Esto quiere decir que se puede conseguir una mayor
concentracion de Bacillus Subtilis por délar invertido en medio de cultivo. Por
lo tanto, el medio de cultivo 1 resulta ser el 6ptimo en esta evaluacion, y se
utiliza este medio para las siguientes fases de la experimentacion.
Relacionando el costo del medio de cultivo 1 con el costo del medio de cultivo
estandar de la Tabla 3.4, se obtiene que el medio de cultivo estandar el 536

veces mas caro que el medio de cultivo 1.
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3.2 Curva de Crecimiento de Bacillus Subtilis en Medio de Cultivo Optimo y
Evaluacion de la Esporulacion en Matraces Erlenmeyer de 1L

3.2.1 Curvade crecimiento en matraces de 1L

Para optimizar la cantidad del medio de cultivo 1 a utilizar y reducir el
exceso de sustrato, se redujo la concentracion del medio de cultivo 1 hasta
encontrar la concentracion minima en la que la bacteria presenta

crecimiento acelerado. Esta concentracion se presenta en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Concentraciéon minima de medio de cultivo 1 en la que existe
crecimiento acelerado de la bacteria Bacillus Subtilis.

Compuestos Concentracion
(g/L)
Melaza 5
Urea 05
K2HPO4 0.25

Luego de 12 horas de crecimiento, la concentracion de células totales en
funcién del tiempo se presenta en la Figura 3.1, generada con informacion
de la Tabla 3.6. En la Tabla 3.6 se incluye la concentracion final de células

viables por mililitro.

1.00E+12

1.00E+11

1.00E+10

Células Totales/ml

1.00E+09

1.00E+08
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (h)

Figura 3.1 Curva de Crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis matraces

Erlenmeyerde 1L
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3.2.2

Tabla 3.6 Crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis en matraces

Erlenmeyerde 1L

Prueba2 | Prueba3 | Promedio
Prueba 1 3 s s
, (108 (10 (10 (10 Fase de
Tiempo (h) N Células Células Células g
Células Crecimiento
Totales/ml | Totales/ Totales
Totales/ml)
) ml) /ml)
0 3.20 4.18 3.42 3.60 Adaptacion
2 3.45 4.50 3.69 3.88 Adaptacion
3 3.56 4.64 3.80 4.00 Adaptacion
4 4.27 5.57 4.56 4.80 Adaptacion
5 6.45 8.41 6.89 7.25 Crecimiento
acelerado
6 13.4 17.4 14.3 15.0 Crecimiento
acelerado
7 17.3 225 18.4 19.4 Crecimiento
acelerado
8 328 428 351 369 Crecimiento
acelerado
9 445 580 475 500 Crecimiento
desacelerado
10 690 899 736 775 Crecimiento
desacelerado
11 801 1040 855 900 Crecimiento
desacelerado
12 1670 2180 1780 1880 Crecimiento
desacelerado
10° UFCF inal/ 1480 2140 1730 1790

De la Tabla 3.6, se observa que la fase de adaptacion tiene una duracién

de 4 horas, fase de crecimiento acelerado tiene una duracion de 4 horas y

gue luego de 12 horas de crecimiento no se alcanzo la fase estacionaria.

Evaluacion de esporulacién en matraces de 1 L

Los resultados de la evaluacion de esporulacion se presentan en las Tablas
3.7,3.8,3.9y3.10.
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Tabla 3.7 Resultados de esporulacion en matraces Erlenmeyer de 1 L

Prueba 1
Concentracion | Concentracion después de
inicial prueba de calor

(108 UFC/mL) (108 UFC/mL)
Sin medio 1790 1.45
esporulante
Con medio 1790 197
esporulante

Tabla 3.8 Resultados de esporulacion en matraces Erlenmeyer de 1 L

Prueba 2
Con?r?g[i;?c'on Concentracién después de
(108 UFC/ ) prueba de calor (108 UFC/ )
Sin medio 1790 28
esporulante
Con medio 1790 186
esporulante

Tabla 3.9 Resultados de esporulacion en matraces Erlenmeyer de 1 L

Prueba 3
Con(i:sir::ti;e:mon Concentracién después de
(108 UFC/mL) prueba de calor (108 UFC/mL)
Sin medio 1790 10
esporulante
Con medio 1790 17e
esporulante

Tabla 3.10 Porcentaje de Esporulacién Promedio

Concentracion Porcentaje de
Concentracién después de Bacterias
inicial prueba de Esporuladas
(108 UFC/ ) calor resistentes al calor
mlL 8 UFC o
(108UFC/ ) (%)
esporulante
Con medio 1790 186 10.40
esporulante

De la Tabla 3.10 se

un mayor porcentaje de esporulacion de las bacterias.

evidencia, que el uso del medio esporulante provoca
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3.3 Curva de Crecimiento de Bacillus Subtilis en Medio de Cultivo Optimo y
Evaluacion de la Esporulacion en Reactor Batch de 15 L

3.3.1 Curvade crecimiento en reactor de 15 L

Los resultados de crecimiento obtenido en el reactor Batch de 15 L se
presentan en la Tabla 3.11 y su respectiva curva de crecimiento en la Figura
3.2. En la Tabla 3.11 se incluye la concentracion de células viables

alcanzadas.

Tabla 3.11 Crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis en Reactor Batch de

15L
Tiempo ggﬁzgt{zg&(}nﬂz Fase de Crecimiento
0 3.24 Adaptacion
2 3.37 Adaptacion
4 4.36 Adaptacién
5 4.69 Adaptacion
6 5.02 Adaptacion
7 5.58 Adaptacion
8 14.3 Crecimiento Acelerado
9 19.1 Crecimiento Acelerado
10 438 Crecimiento Acelerado
11 788 Crecimiento Desacelerado
12 1670 Crecimiento Desacelerado
108 UFC Final/ :
m 1510
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Figura 3.2 Curva de Crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis en Reactor
Batch de 15 L

3.3.2 Evaluacion de esporulacion en reactor de 15 L

Los resultados de esporulacion obtenidos se presentan en la Tabla 3.12

Tabla 3.12 Resultados de esporulacién en reactor batch de 15 L sé6lo se

hizo unarepeticion de resistencia al calor

Concentracién
Concentracion | después de Porcentaje de Bacterias
inicial pruebade Esporuladas resistentes al
(108 UFC/mL) s(;;:lllﬂ'ocr calor (%)
(10 /mL)
Sin medio
1510 2.85 0.19%
esporulante
Con medio 1510 138 9.13%
esporulante

En la Tabla 3.12, se puede observar que la maxima concentracion de

esporas alcanzadas se obtuvo con el medio esporulante, y fue de
138x10% UFC/ o cual equivale a un total de 2.07x10'* esporas en los

15 L del reactor.
3.4 Dimensionamiento del biorreactor

Los calculos detallados se encuentran en el anexo D.
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3.4.1

3.4.2

Volumen

Para obtener el volumen del reactor se utiliza la concentracion final de
esporas alcanzadas y la cantidad de esporas requeridas; ademas se utiliza
un factor de seguridad de 1.3 por escalamiento y un contenido de liquido
del 80% del reactor. En la Tabla 3.13 se detalla los resultados.

Tabla 3.13 Volumen de Biorreactor

Cantidad requerida de esporas 14
(UFC) 7x10
Cantidad alcanzada de esporas 14
(UEC) 2.07x10
Volumen efectivo del reactor (L) 66
Volumen del biorreactor (L) 82

El volumen efectivo es el espacio que ocupara el medio de cultivo en el

biorreactor.

Dimensiones

Utilizando una relacién altura — didmetro de 2.5 para calcular el didametro y
altura del biorreactor, y se calcula el espesor empleando la Ecuacién 2.2 y
el esfuerzo de fluencia del acero AlSI 316, dicho valor se encuentra en la

Tabla 2.11. Los resultados se muestran en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14 Dimensiones Calculadas

Diametro (cm) 34.8
Altura (cm) 86.0
Espesor (mm) 0.003

Para didmetros menores a 3.6m el espesor de disefio debe ser el maximo
entre el espesor calculado y 5mm (American Petroleum Institute, 2007). Los
planos esquematicos del biorreactor se encuentran en el anexo B. La Tabla

3.15 muestra las dimensiones de disefio.
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3.4.3

3.4.4

3.45

Tabla 3.15 Dimensiones de Disefio

Diametro (cm) 35
Altura (cm) 85
Espesor (mm) 5

Aireacion
Para determinar el requerimiento de oxigeno se utiliza la Ecuacion 2.5 y
para determinar la potencia requerida por el compresor de aire se emplea

la Ecuacion 2.7. Los resultados se muestran en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16 Resultados del sistema de aireaciéon

Aire suministrado (m3/h) 25.8
Potencia de compresor (W) 50

Agitacién

Se emplean turbinas Rushton como impulsores para el sistema de agitacion
y se emplean las Ecuaciones 2.8 a 2.11 para calcular la velocidad angular
de disefio y la potencia requerida por el motor para generar esa velocidad
angular en el sistema de agitacion. Los resultados se muestran en la Tabla
3.17.

Tabla 3.17 Resultados de sistema de agitaciéon

Diametro de impulsores (cm) 15
Velocidad angular de disefio (rpm) 800
Potencia del motor (KW) 2

Calentamiento e instrumentacion
Acorde a la Ecuaciéon 2.2 se selecciona la potencia requerida por la

resistencia eléctrica en la chaqueta del biorreactor, para que éste alcance

la temperatura de operacion en 15 minutos.
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Tabla 3.18 Resultados del sistema de calentamiento

Tiempo de calentamiento (min) 15
Potencia de resistencia eléctrica (KW) 3

El biorreactor contara con sensores de presion, temperatura, oxigeno
disuelto y pH; la presion y temperatura seran controladas por una valvula
de escape de gases y un interruptor en la resistencia de la chaqueta del
biorreactor respectivamente. EI P&ID en el anexo A muestra mas

detalladamente los indicadores y controladores empleados.

3.5 Anaélisis econdmico

La demanda anual de Quality Corporation de la cepa Bacillus Subtilis es de
aproximadamente 38 Unidades al afio a un costo de $300 cada unidad. La
capacidad del reactor es de 7 unidades (7x10*UFC) por batch, por lo tanto,
se requieren 6 batchs al afio para cubrir esta demanda. Esta informaciéon se

resume en la Tabla 3.19.

Tabla 3.19 Numero de batchs requeridos para cubrir demanda anual de
Bacillus Subtilis

Costo de Capacidad | Numero ,
. . . , Costo de Numero
importacion Ndmero de importacion de de de
de cada Cepas Unidades P Unidades | batchs
. . anual de L batchs
Unidad de importadas . del reactor | tedricos N
Unidades N al aio
cepa por batch al ailo
$300 1 38 $11,428.57 7 5.44 6

Considerando un escenario positivo, en el que dos cepas mas de Bacillus
importadas por Quality Corporation tienen un comportamiento similar a los
obtenidos en este proyecto, se presenta en la Tabla 3.20 el nimero de lotes

necesarios para cubrir la demanda de estas 3 cepas.
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Tabla 3.20 Numero de lotes requeridos para cubrir demanda anual de 3
cepas de bacterias

Costo de Capacidad | Numero ,
. ‘. . Costo de Numero
importacién Ndmero de importacion de de de
de cada Cepas Unidades P Unidades | batchs
. . anual de L. batchs
Unidad de importadas , del reactor | tedricos o
Unidades o al afio
cepa por lote al afo
$300 3 114 $34,285.71 7 16.33 17

Los costos de produccion de este proyecto estan constituidos sélo por costos
variables. Los costos variables totales se estiman en $192.52 por batch y en

la Tabla 3.21 se muestra el detalle.

Tabla 3.21 Costos Variables Totales por Batch

Costos Cantidad requerida vg:)izgl);s
unitarios por batch
por batch ($)
Cepa de bacteria
inicial importada 1.5000 $/g 12049 180
Medio de cultivo 0.0019 $/L 66 L 0.13
Agua 0.3220 $/m? 0.3m3 0.10
Medio esporulante 0.0045 $/L 66 L 0.3
Consumo de
Electricidad de 0.5000 $/h 24 h 12.00
equipos
Costos variables
totales por batch 192.52
(%)

De la Tabla 3.21, se observa que se requieren 120 g de cepa de bacteria inicial
equivalentes a 0.6 unidades por batch, segun la relacion masica por unidad
descrita en el apartado 2.3.1. Para la produccion de Bacillus Subtilis, en la
Tabla 3.19 se observa que se requieren 6 batchs al afio, lo que equivalen a
3.6 unidades al afio de cepa importada para la produccion. Esto significa una
reduccion del 91% de las 38 unidades importadas anualmente. Este analisis
se resume en la Tabla 3.22.
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Tabla 3.22 Reduccién de importacion de la cepa Bacillus Subtilis

0,
Masa de CePa 1 Masa Unidades Unidades % (.j?
de bacteria : ) . reduccién de
inicial por Unlda_des requeridas | importadas importacion de
. unidad | requeridas | anualmente | anualmente
importada . la cepa
. de por batch parala sin el .
requerida por cepa roduccion rovecto Bacillus
batch (g) P P proy Subtilis
120 200 0.6 3.6 38.10 91%

Los costos de inversidbn para el proceso de produccién de esporas de
bacterias bajo los requerimientos de la empresa se estiman en $22,400 se

muestra el detalle en la Tabla 3.23.

Tabla 3.23 Costos de Inversién del proyecto

Equipos Especificacion Valor de compra
Refrigerador 500 L $ 600.00
Autoclave pequefio 15L, 121-150°C $ 400.00
Estufa 30-220°C, 32L $ 1000.00
Incubadora 2511, 30-100°C $600.00
Contador de colonias Estandar $ 400.00
. 120 Kg de Carga Maxima,
Centrifuga Fuerza Centrifuga 1880xG $8,500.00
Caldero pequefio 50HP, 15PSI $1,200.00
Compresor de aire
con filtro 0.02 KW $1,200.00
microbiolégico
_Bloerractor c_qn 80 L $ 8,500.00
instrumentacion
Inversion total $ 22,400.00

Mediante la construccion del flujo de caja del proyecto, el cual se encuentra
en el Anexo C, se presenta la evaluacién econémica realizada en la Tabla
3.24. La tasa minima atractiva de retorno recomendada para este tipo de
proyecto considerando el tipo de industria y el riesgo pais es de 14.89%
(Damodaran, 2018).
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Tabla 3.24 Resumen de Evaluacion del Proyecto para la produccion de 3
cepas de bacterias Bacillus

Costo de importacion anual S 34,285.71
Costo de produccion anual $3,272.88
Ahorro anual $31,012.84
Inversion S 22,400
Aios de evaluacion del proyecto 10
Tiempo de recuperacion de
inversion 9 meses
Tasa minima atractiva de retorno 14.89%
TIR 168%
VAN $149,287.13

Segun la Tabla 3.24, el tiempo de recuperacion de la inversion en este
proyecto es de 9 meses. La TIR es mayor a la tasa minima atractiva de retorno

y el VAN es positivo, por lo tanto, la ejecucion del proyecto es recomendada.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El medio de cultivo 1, desarrollado localmente en base a melaza, urea y
fosfato dipotasico, permitio el crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis desde
una concentracion inicial de 3.24x108 hasta una concentracion 1510x108 de

células totales por mililitro en un intervalo de 12 horas.

El costo del medio de cultivo estandar es 535 veces mayor que el costo del

medio de cultivo 1.

El medio de cultivo 1 es un medio de cultivo competitivo por permitir el
crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis a bajo costo, con disponibilidad a
nivel local y sin requerir costos de transportacién ya que la empresa cuenta

con sus componentes en las instalaciones.

La curva crecimiento de la bacteria Bacillus Subtilis en el medio de cultivo 1
presentd una fase de adaptacion de 4 horas, una fase de crecimiento
acelerado de 4 horas, una fase de crecimiento desacelerado de 4 horas y no
se alcanzd la fase estacionaria durante las 12 horas de cultivo.

El medio esporulante conformado por MnSO4 y MgSO4 permitié alcanzar el

9.13% de esporulacion en un intervalo de 12 horas.

El dimensionamiento del biorreactor permitié estimar que el volumen
requerido para la produccion de 7x10*UFC de esporas de Bacillus Subtilis es

de 82 L, con una capacidad operativa de 66 L.

La demanda anual de 3 cepas de bacterias puede ser cubierta mediante 17
batchs en el afio, de los cuales 6 batchs cubririan la demanda anual de

Bacillus Subtilis.



4.2

El costo de inversidn de este proyecto se estima en $22,420 con un tiempo de
recuperacion de 9 meses.

Mediante la ejecucion de este proyecto en la empresa Quality Corporation, se
reduciria hasta en un 91% las importaciones de la cepa Bacillus Subtilis para

la elaboracion de sus productos.

El medio de cultivo 1 presenta persistencia de microorganismos vivos después
de ser autoclavado durante 15 minutos a 121°C y se requiere un tiempo de
autoclavado de hasta 1 hora para su esterilizacion.

Recomendaciones
Realizar un estudio acerca de la influencia de la concentracion de los
componentes en el medio esporulante y el tiempo de esporulacion, sobre el

porcentaje de esporulacién alcanzado.

Comparar la efectividad de las esporas de Bacillus Subtilis producidas con las

esporas importadas.

Evaluar el rendimiento en la recuperacién de esporas del medio de cultivo

liquido por centrifugacién y secado.

Estudiar la variacion de la cantidad de células viables de las esporas obtenidas

con respecto al tiempo de almacenamiento.

Evaluar la produccion de otras cepas de bacterias utilizadas por la empresa y

determinar su viabilidad para la reduccion de importaciones de las mismas.
Elaborar un programa de esterilizacion del biorreactor entre cada produccion

de microorganismo para evitar contaminacion y pérdidas economicas y de

tiempo.
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Definir la temperatura y tiempo para la esterilizacion del medio de cultivo
empleado, con el fin de garantizar la ausencia de otros microorganismos.

Difundir los resultados de la presente investigacion en la comunidad

universitaria.
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ANEXO B. PLANOS ESQUEMATICOS
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ANEXO C. FLUJO DE CAJA
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ANEXO D. CALCULOS REALIZADOS

D.1 Volumen
D.1.1 Volumen efectivo del reactor

N, 7 % 104 UFC 1L
v=12—2=-13

3 x * = 65.9L
Caic 1.38 % 1010 UFC/mL 1000mL

V es el volumen del liquido en el biorreactor, N,., es la cantidad final de bacterias
que se desea obtener en cada lote y C,;. es la concentracién de bacterias al final

del proceso de esporulacion.

D.1.2 Volumen total del recipiente

v 1% _60.9L_823L
=075 075

Vr es el volumen total del recipiente.

D.2 Propiedades fisicas del medio de cultivo
D.2.1 Densidad

_mytmy +my pyV +my +my p (V =V, = V) +my, +my,

p= Vv v v
mb+mm
Vv, +V .
p=pw(1— b m)+Cb+Cm=pW 1—% +Cp +Cyp
Cb Cm)
o, (1-22-"")4c +cC
P pw( pb pm b m
k k
29 s 579/ 4

k k k k
p=9933"9/ s[1- +2"9/ s+5%9/ ;=995"9/

1165 kg/m3 1400 kg/m3

p es la densidad del medio, m,, es la masa de agua en el medio, m;, es la masa
inicial de bacterias, m,, es la masa de melaza en el medio, p,, es la densidad del

agua a 37°C, V, es el volumen de agua en el medio, V, es el volumen de bacterias



en el medio, V,, es el volumen de melaza afadido, C, es la concentracion inicial
de bacterias, C,, es la concentracion inicial de melaza, p, es la densidad de las

bacterias en estado sdlido y p,, es la densidad de la melaza.

D.2.2 Viscosidad

oy 11 1 ~ 1
m — n =
1
Xy = 5 T = 45%107*
201.29/ (995 /m3_1 1
18.029/ . 5’<(9/m3

x,, €s la fraccion molar de melaza en el medio, n,, es la cantidad de moles de
melaza en el medio, n,, es la cantidad de moles de agua en el medio, M,, es la

masa molar de la melaza y m es la masa total en el medio.
po= pmptmtm = 5000454107 & 06917454107 ¢p = 0.694cp

u es la viscosidad del medio, u,, es la viscosidad de la melazay pu,, es la viscosidad

del agua a 37°C.

D.3 Dimensiones del recipiente
D.3.1 Diametro

nHD? wARD?3

Vo = =
T 4 4
|4V _claxB23L md
= = * = ().
AR 257 1000L m

H es la altura del biorreactor, D es el diametro y AR es la relacion altura — diametro.



D.3.2 Altura

H = ARD = 2.5 0.35m = 0.87m

D.3.3 Espesor

= (0.003mm

k
,_ 9DpH _ 9.81™/ 5 0.35m x 9959/ 5+ 0.85m
28 2 % 290MPa

e es el espesor del recipiente, p es la densidad del medio de cultivo, g es la
gravedad y S es el esfuerzo de fluencia del material empleado. De acuerdo con el
estandar APl 650 para diametros menores de 3.2m el espesor de disefio es el
maximo valor entre el espesor calculado y 5mm, por lo cual se escoge 5mm como

espesor de disefio.

D.4 Aireacioén

D.4.1 Requerimiento de oxigeno

Fo 21'1RT _ no,RT _ qNyeq RT

g P Pxo, Pxo,
1.5%10710mmol/ 47,1014 483145//  «300K  mol
F,=2 /h molK . =24-6m3/h
101325Pa = 0.21 1000mmol

F, es el flujo volumeétrico de aire suministrado a condiciones ambientales, n es el

flujo molar de aire suministrado, R es la constante de los gases, T es la

temperatura ambiente, P es la presion atmosférica, n,, es el flujo molar de oxigeno
suministrado, x,, es la fraccion molar de oxigeno en el aire y g es el requerimiento

especifico de oxigeno.

D.4.2 Potencia de aireacion

P, = pgF;H = 995 kg/m3 *9.81 m/52 * 24.6 m3/h * 0.85m * 0.8 * 45W

3600s



P, es la potencia requerida por el compresor y g es la aceleracion de la gravedad.

D.5 Agitacion

D.5.1 Didmetro de impulsores

D; =04D = 0.4 0.35m = 0.14m

D; es el diametro de los impulsores.

D.5.2 Velocidad angular

NDE O UD g
SE, 1

3 = NlD I

N;D; gD

5F,\/gD = D}N¢}

m3 sh m
SE,[gD \/5 * 246 [ 5 s J9.81 /s2 *0.35m
Ni="—F7—= 0.152m? = 77drpm

N; es la velocidad angular del sistema de agitacion.

D.5.3 Potencia de agitacion

min3

k o
P = NppN3D} = 5995 g/m3 x 7713min3 % 0.155m5 * 0753 * Too0w

= 1.79kW

P es la potencia requerida por el motor del sistema de agitacion y Np es el nUmero

de potencia.



D.6 Calentamiento
E.6.1 Potencia de la resistencia eléctrica

- mc(Tg — T,) _ pVe(Tg — Tp)
Q= t - t
995 kg/ % 0.0659m3 * 4180]/ (37°C —27°C) ..:
_ m3 " kg°C min kW

= 15min * 505~ Tooow - JOHW

Q es la potencia requerida por la resistencia eléctrica, ¢ es el calor especifico del
medio de cultivo, T, es la temperatura de operacion del biorreactor, T, es la

temperatura ambiente y t es el tiempo de calentamiento.



ANEXO E. FOTOS DE EXPERIMENTACION

Medios de cultivo esterilizados

Experimentacién en matraz de 1L Conteo en caja Petri



Conteo en camara de Petroff-Hausser

Experimentacién en reactor de 20 L



