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RESUMEN

En estudios previos se optimizé un medio de cultivo semisintético para la produccién industrial
de una cepa de Pseudomonas fluorescens promotora del crecimiento vegetal. Este trabajo se
propuso desarrollar el escalado para la produccion del biofertilizante. Se seleccionaron los
criterios para el escalado teniendo en cuenta la no similitud geométrica de los fermentadores
utilizados (42 y 500 litros). La efectividad técnica del bioproducto resultante se evalué en
formulacion liquida sobre plantas in vitro de banano cv. Manzano (Musa AAA) en fase de
aclimatizacion (inmersion de raices 10, 15, 20 y 25 min) y en el cultivo de esquejes de
Ipomoea batatas en campo aplicado al suelo a razén de 20 | ha'. Los resultados demostraron
que bajo las condiciones ensayadas se obtuvo crecimiento bacteriano con cinética similar en
dos escalas. Las fermentaciones concluyeron a las 12 horas de iniciado el cultivo. Las plantas
producidas in vitro de banano, respondieron mejor cuando las inmersiones en el biofertilizante
ocurrieron durante 20 min. En el cultivo del boniato se obtuvo una respuesta positiva cuando
se combind con fertilizantes minerales y se logré una disminucion del 25% de la dosis
recomendada. La produccion de un biofertilizante a base de Pseudomonas fluorescens puede
llevarse a cabo en un fermentador de tanque agitado de 500 | (volumen efectivo de 350 |)
durante 12 h con velocidad de agitacion de 266 rpm y flujo de aire de 105 | min lo cual
garantiza una concentraciéon de 1x10° UFC ml?! y su efecto promotor del crecimiento en
plantas.
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Scale up Pseudomonas fluorescens-based biofertilizers production

ABSTRACT

In previous studies, a semi-synthetic culture medium was optimized for the industrial production
of a plant growth-promoting strain of Pseudomonas fluorescens. This work was proposed to
develop the scale up for producing the biofertilizer. The criteria for scale up were selected
taking into account the geometric non-similarity of the fermenters used (42 and 500 liters).
The technical effectiveness of the resulting bioproduct was evaluated in liquid formulation on
in vitro plants of banana cv. Manzano (Musa AAA) in the acclimatization stage (root immersion
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10, 15, 20 and 25 min) and in the field cultivation of Ipomoea batatas applied to the soil at a
rate of 20 | ha’. The results showed that under the conditions tested, bacterial growth was
obtained with similar kinetics on two scales. The fermentations concluded 12 hours after the
start of the culture. The banana in vitro plants responded better when the immersions in the
biofertilizer occurred for 20 min. In the cultivation of sweet potato a positive response was
obtained when it was combined with mineral fertilizers and a reduction of 25% of the
recommended dose was achieved. The production of a biofertilizer based on Pseudomonas
fluorescens can be carried out in a 500 | stirred tank fermenter (effective volume 350 1) for 12
h with stirring speed of 266 rpm and air flow of 105 | min-* which guarantees a concentration of

1x10° CFU ml* and its plant growth promotion effects.

Keywords: banana, biofertilizer, scale up, sweet potato

INTRODUCCION

El sistema de agricultura convencional es
fuertemente dependiente de fertilizantes
sintéticos y plaguicidas. Ademas, utiliza
grandes cantidades de combustibles fésiles,
aguay suelo de forma insustentable. El uso
de cantidades cada dia mayores de estos
productos quimicos ha contribuido al
deterioro de la estructura, textura y balance
de nutrientes del suelo del suelo, a la
reduccion de las poblaciones microbianas y
de la microfauna (Vessey, 2003; Stamenkovi¢
et al., 2018). Por ello, minimizar el efecto
adverso al medio ambiente es de gran interés
para la agricultura (Aguado-Santacruz, 2012).
En la Estrategia Ambiental Cubana se incluye
la degradacion de suelos como uno de los
cinco problemas ambientales principales del
pais sustentado en los resultados de mas
de 30 afios de investigacion cientifica sobre
la situacion de los suelos, bosques, recursos
hidricos y calidad de la atmodsfera. El uso
reiterado e indiscriminado de estas practicas
han provocado que un 60% de los suelos
cubanos tengan contenidos de materia
organica de bajo a muy bajo (Martinez et al.,
2017).

La imperante necesidad de buscar vias que
mejoren la eficiencia en la utilizaciéon de los
fertilizantes minerales y el auge en la
implantacion de tecnologias cada vez mas
respetuosas del ecosistema y los recursos
naturales, han dado nueva vida e impulso
notable a la idea del uso de los biofertilizantes
(Rojas-Solis et al., 2013).En el mundo adquiere
mayor importancia el empleo de
biofertilizantes, no s6lo por los rendimientos
que suelen alcanzarse sino también por lo
econdmico de su aplicacion y su contribucion
a la preservacion del medio ambiente (Nufiez
etal., 2013).

La presion competitiva en la industria
biotecnoldgica hace necesario contar con
procedimientos de escalado rapidos y directos
desde los laboratorios de investigacion-
desarrollo, para poder acortar el tiempo que
transcurre entre la concepcion de un nuevo
producto y la puesta en marcha de la planta
correspondiente a escala industrial (Guerra et
al., 2009). Gran parte de los procesos
biotecnoldgicos son aerobios y se llevan a cabo
en biorreactores tipo tanque agitado, razén por
la que se han desarrollado diversas
investigaciones para comprender la teoria de
escalado en este tipo de proceso. En el caso
de la fermentacién aerdbica, el predecir
resultados a escala de produccion basados en
el escalamiento de datos obtenidos en el
laboratorio o en la planta piloto requiere un
analisis cuidadoso de cada una de las escalas,
tanto en sus variables fisicoquimicas como
biolégicas (Dunn et al., 2003).

En su concepcién mas simple, el escalado se
refiere al paso de una escala a otra, durante el
proceso de desarrollo de un nuevo producto o
tecnologia. Un proceso de escalado ascendente
permite construir un sistema a una mayor escala
teniendo como base los resultados de una escala
menor. Particularmente la industria de
bioprocesos presenta requisitos adicionales
como el mantenimiento de las condiciones
ambientales 6ptimas, la concentracion de
sustrato y biomasa, el mezclado, el estrés
hidrodinamico, el control y regulacion de la
temperatura, ademas de la estabilidad de las
células debido a la agitaciéon mecénica, entre
otras. El medio de cultivo para el crecimiento
microbiano debe tener los nutrientes necesarios,
que estén disponibles y con bajo costo
(Stamenkovic¢ et al., 2018).

Para conseguir un escalado exitoso, hay que
aplicar un conjunto de técnicas, metodologias,
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y procedimientos que permitan, transferir los
datos de los modelos al prototipo. Sin embargo,
la metodologia o técnicas a utilizar tienen que
tener un compromiso lo mayormente posible
entre tiempo, coste y complejidad. Incluso
existiendo diferentes metodologias, no habra
ninguna que sea perfecta o no tenga algun
problema siendo en algunos casos mas utiles
unas que otras, o incluso siendo lo ideal una
combinacion de ellas (Pérez, 2016).

Un obstaculo para el escalado lo constituyen
las condiciones que afectan el crecimiento de
los microorganismos y la formacion de productos
en un proceso bioquimico (temperatura, pH,
velocidad de agitacion y concentracion de
nutrientes). Por otra parte, las variables mas
criticas son la temperatura y la concentracion
de oxigeno pues al incrementar el volumen se
hace mas dificil la transferencia de calor y la
transferencia de masa, siendo necesarios
sistemas mas eficientes de calentamiento,
agitacion y aireacion. Existen varios criterios
de escalado que se encuentran directamente
vinculados con las variables que afectan
significativamente el sistema, entre ellas el
numero de Reynolds, tiempo de mezcla,
velocidad de agitacion, flujo de aire, velocidad
en la punta del impelente, potencia por unidad
de volumen y coeficiente volumétrico de
transferencia de masa (Londofio, 2007;
Olivares, 2010; Ali et al., 2018).

En estudios previos se demostré que para la
produccién industrial de una cepa de
Pseudomonas fluorescens, solubilizadora de
fosfatos, productora de sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal y
antibiéticos (Bach, 2002) y la formulacién de
un bioproducto a partir de esta, puede emplearse
un medio de cultivo semisintético optimizado,
que unido al empleo de una velocidad de
agitacion y flujo de aire 6ptimos permiten
incrementar el contenido de biomasa bacteriana
(Pérez et al., 2019). En aras de dar continuidad
a esa investigacion este trabajo se propuso

300

como objetivo desarrollar el escalado para la
produccion del biofertilizante.

MATERIALES Y METODOS
Cepa de Pseudomonas fluorescens

Las fermentaciones se realizaron con una cepa
de Pseudomonas fluorescens, conservada por
liofilizacion, del cepario de la Unidad Productora
de Vacunas Virales y Bacterianas (UP-7) de
LABIOFAM.

Fermentadores

En el escalado del proceso productivo para
obtener el biofertilizante a base de P.
fluorescens se emplearon un fermentador de
42 litros (modelo Techtors-s, IFORSHT) y uno
de 500 litros (modelo MD-500, Marubishi,
Japon) de tanques agitados (Tabla 1).

Se empled el medio de cultivo optimizado para
esta cepa por Pérez et al. (2019). La fuente
de carbono utilizada contenia 5.6% de
azlcares reductores cuantificados mediante
la técnica del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959) y el agua un pH de 7.6. La masa
de cada macronutriente para un volumen
efectivo (V) de35 | fue de 350 g para la
fuente de carbono, 140 g para la fuente de
nitrégeno y 35 g para la fuente de fdsforo.
Para un V_de 350 | se afadié 10 veces cada
nutriente.

Criterios para el escalado del proceso

Para el escalado se utilizé el método de la
Regla del Pulgar que se basa en establecer
un criterio de escalado que se mantendra
constante durante todo el proceso, a través
de las diferentes escalas. Agrupa las
variables del proceso en tres categorias:
variables quimico-fisicas, variables
geométricas y variables de operacion (San
Juan et al., 2010).

Tabla 1. Caracteristicas de los fermentadores utilizados para el escalado
productivo de la cepa de Pseudomonas fluorescens.

Fermentador Volumen de Numero de Diametro de Diametro
(litros) Trabajo impulsores impulsor del tanque
efectivo (1) (cm) (cm)
42 35 8.9 26.7
500 350 25 75
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Con el objetivo de establecer las variables de
escalado para la fermentacion de P.
fluorescens a escalas de volumen de 42 |y
500 | se determiné la velocidad de agitacion
(N) y el flujo de aire (Q) y se calcularon las
relaciones adimensionales H /D_, H /D, D,/D,
H,/D, D/L,y D/A (Ruiz y Alvarez, 2011) donde:
H, . altura del tanque, H : altura del liquido,
D,: diametro del tanque, D,: diametro del
impelente, L;: largo de la hoja delimpelente y
A,: ancho de la hoja del impelente.

Para determinar si la condicién de similitud
geomeétrica entre las dos escalas se cumplia
se utilizé el factor geomeétrico (F.) segun la
ecuacion (Ec 1):

Donde: D, diametro del tanque, H, altura del
liquido, D, Diametro del impelente

Posteriormente se determind la velocidad de
agitacion (N) y el flujo de aire (Q) (Roque,
2010; San Juan et al., 2010).

Ecuacion (Ec 2) para el célculo de la velocidad

de agitacion aplicando el criterio de velocidad

en la punta del impelente (ND,) constante:
N, = N, Dt

Donde:

N: velocidad de agitacion (rpm)

D,: diametro del impelente (cm)

Los subindices 1 y 2 se corresponden con la
escala de referencia y la escala de interés
respectivamente.

Ecuacion (Ec 3) para el célculo del flujo de
aire aplicando el criterio de velocidad
superficial del gas (v_) constante con la
relacion entre el flujo de aire y la velocidad
superficial del gas:

Ecuacion (Ec 4) para determinar la relacion
entre los flujos de aire de las dos escalas
(San Juan et al., 2010):

_ o (DY
2 ‘Q'-(E)
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Donde:
Q: flujo de aire (I min?)
D,: diametro del tanque (cm)

Ademas, se calculd la velocidad de agitacion
de acuerdo con los criterios de potencia por
unidad de volumen constante (P/V),
velocidad tangencial constante (ND,) y
tiempo de mezclado constante (Tabla 2).
Igualmente se calcul6 el flujo volumeétrico
teniendo en cuenta el nimero de aireacion
constante (Na), la velocidad superficial
constante (v ) y el flujo de aire por unidad
de volumen de medio constante (vvm)
(Tabla 3).

Fermentacion

Con vistas a corroborar la efectividad de
los criterios seleccionados, se determiné
la cinética de crecimiento bacteriana en
los fermentadores de 42 | y 500 | con
volumenes efectivos de 35 | y 350 |,
respectivamente y un tiempo de 12 horas
de fermentacion. Se realizaron tres
fermentaciones en cada uno.

35 | de volumen efectivo

Obtencién del preinéculo: se prepararon
cuatro Erlenmeyers de 1| de capacidad con
400 ml de medio de cultivo cada uno y se
ajusto el pH=7.6. Se esteriliz6 en autoclave
a 121 £ 1 °C y 0.145 MPa durante 25
minutos. Luego se adicionaron 10 ml del
medio de cultivo a cada tubo de la cepa
conservada, se agitd hasta desprender el
cultivo y la suspensioén de células obtenida
se afiadi6 a los Erlenmeyers arazén de dos
tubos por cada uno. El preindculo
permanecio en agitacion a 220 rpm durante
12 horas a 30 £ 1 °C. Mediante la
observacion de los caracteres morfoldgicos
de las células bacterianas en la tincién de
Gram se comprobd la pureza del cultivo.

Obtencién del in6culo: se prepararon 4 litros
de medio de cultivo, a pH 7.6 y se distribuy6
en 13 Erlenmeyers de 500 ml con 300 ml de
medio de cultivo en cada uno que se
esterilizaron en autoclave a 121 + 1 °C y
0.145 MPa durante 25 minutos. Se inocul6
cada uno con 30 ml del preinéculo y se
incubaron en zaranda rotatoria durante 12
horas a 30 + 1 °C y 220 rpm. La pureza se
evalué mediante la tincion de Gram.
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Tabla 2. Criterios para el calculo de la velocidad de agitacion (Aiba et al.,

1973; Quintero, 1993).

Criterios

Relacién

Potencia por unidad
de volumen constante

(P/V)

%,

N Di1\ /3 o .

N—2 = (D—'l) Ecuacion utilizada para
1 i2

tanques geométricamente similares y
régimen turbulento en ambas escalas.
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Velocidad tangencial
constante (NDj)

. 4
N D . 2
Tiempo de mezclado Ni_ (D_.l) Ecuacion
i2

constante N2

N Dy
N1 Djp

utilizada para

tanques geométricamente similares y
régimen turbulento en ambas escalas

Leyenda: N- velocidad de agitacion, D, - Diametro del impelente

Tabla 3. Criterios para el céalculo del flujo volumétrico (Aiba et al., 1973;

Quintero, 1993).

Criterios

Relacién

Di1

Nimero de aireacion D2\ /3 - -
%2('2) Ecuacién utilizada para

constante (Na) Q1

tanques geométricamente similares y

régimen turbulento en ambas

Velocidad superficial
constante (Vs)

Flujo de aire por unidad Q2 _ (D;z
de volumen de medio @
constante (vvm)

i1

escalas.

.2
&= (6

3
) Ecuacion utilizada para tanques

geométricamente similares

Leyenda: Q- Flujo de aire, D,- Diametro del impelente

Fermentacion: previo a la fermentacion se
esterilizé el fermentador con todos sus
accesorios con vapor a 0.152 MPa, a130+ 1
°C durante 40 minutos. Se dejo6 enfriar hasta
30 + 1 °Cy se procedio a realizar el vertimiento
del in6culo, se ajusto la presion, aireacion y
agitacion segun los parametros estimados. Se
determiné el crecimiento celular por DO_ al
inicio y cada dos horas y se calculo la
velocidad méaxima de crecimiento a partir de
las curvas de crecimiento (Pérez et al., 2019).
La pureza fue evaluada mediante la tincion
de Gram y se cuantificaron las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC ml?) en medio
de cultivo King B como criterio de contenido
bacteriano viable en la biomasa.

350 | de volumen efectivo

Preparacion del in6culo: se utilizé como inéculo
el producto de la fermentacion de 35 | de
volumen efectivo.

Fermentacion: una vez que el fermentador
se esterilizo, se dej6 enfriar y al alcanzar 30+1
°C se adicion6 el in6culo, correspondiente al

10% del volumen efectivo. Se ajustaron los
parametros para la fermentacion segun los
criterios seleccionados. El crecimiento celular
por se determin6 por DO, al inicio de la
fermentacion y cada dos horas. La pureza
fue evaluada mediante la tinciéon de Gram y
se cuantificaron las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC ml*) en medio de cultivo King B.

Se realizaron tres corridas experimentales para
cada volumen de fermentacion. Con los datos
obtenidos de la densidad 6ptica se construyo
la curva de crecimiento correspondiente a
cada una de las fermentaciones, se calcul6é
el promedio y la desviacion estandar y se
obtuvieron las curvas tipicas de crecimiento
de la cepa para los dos volumenes de
fermentacion (35 1 y 350 | efectivos).

Evaluacion del efecto del biofertilizante a
base de P. fluorescens sobre el
crecimiento de plantas

En el Instituto de Investigaciones de Viandas
Tropicales (INIVIT) se realizaron experimentos
con el objetivo de evaluar el efecto de la
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aplicacion del biofertilizante en formulacion
liquida. Las dosis utilizadas fueron a razén de
201 ha' en 400 | ha* de solucidn final.

Los estudios para la validacion de la
efectividad técnica se realizaron a partir de
los esquemas de suministro de nutrientes
recomendados para los cultivos en los
Instructivos Técnicos vigentes (INIVIT, 2012).

Aclimatizacion de plantas in vitro de banano

Se utilizaron plantas de banano cv. ‘Manzano’
(Musa AAA) producidas in vitro que se
encontraban en fase de enraizamiento.

Los experimentos consistieron en evaluar
diferentes tiempos de inmersion de las raices
de las plantas en una solucion del biofertilizante
preparada para una dosis de aplicacion de 20
| ha?, antes de la plantacion en bolsas de
polietileno (20 x 12.5 cm) en la fase de
aclimatizacion.

Se utilizo el sustrato constituido por 70% de
materia organica (cachaza) y 30% de suelo
rojo certificado por el laboratorio de Suelos. El
riego se efectud por aspersion, con un sistema
de nebulizadores para garantizar 80% de la
capacidad campo del sustrato y mas del 85%
de humedad relativa ambiental. Se aplico
Trichoderma harzianum a razén de 400 g m=3
al sustrato antes de la plantacién y se mantuvo
protegido con una malla antiafidos debajo de la
malla que regula la intensidad luminosa.

Los tratamientos consistieron en la inmersiéon
de las raices de las plantas durante 10, 15,
20y 25 min. Como control se us6 una variante
de inmersion de las raices en agua durante
10 minutos.

Se emplearon 100 plantas por tratamiento y
de ellas se seleccionaron 20, segln un disefio
completamente aleatorizado, para las
evaluaciones de las variables previstas a los
60 dias después de plantacion (ddp).

Se evaluaron las siguientes variables:
supervivencia (%), altura de la planta (ALTP)
(cm), nimero de hojas abiertas (NHOJ), longitud
del peciolo (LPEC) (cm), largo (LHOJ2) y ancho
de la hoja No. 2 (AHOJ2) (cm), el &rea foliar de
esa hoja (AF) (cm?) y la distancia entre las
hojas No. 2 y No. 3 (DHOJ2-3) (cm). El area
foliar se determind por el largo y el ancho (cm)
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de la segunda hoja verdadera abierta,
mediante la formula Area=Ancho x largo x 0.8
donde 0.8 fue el factor de correccién para la
forma de la hoja.

Cultivo de boniato (Ipomoea batatas L.) cultivar
‘INIVIT B 2005’

Los estudios se realizaron en un suelo Pardo
mullido carbonatado (Hernandez et al., 2015).
Se utilizé como material vegetal de propagacion
esquejes de punta y pre-punta de 25-30 cm
de longitud procedentes de bancos de semilla.

Las dosis de fertilizantes utilizadas como 100%
NPK correspondieron a las que se recomiendan
en el Instructivo Técnico del cultivo del boniato
(INIVIT, 2012) (9-13-17, 0.75 t ha?) y se
aplicé con humedad del suelo en bandas y
tapado a los 25-30 dias de la plantacion.

El biofertilizante en su formulacién liquida a
razon de 20 | ha™ fue aplicado en dos
momentos, una primera aplicacion en el
momento de la plantacion y la otra en el hilo
del surco a los 20 dias.

Se realizaron tres aporques (10, 20 y 30 dias
después de la plantacion). Se efectuaron cinco
riegos durante el ciclo, por aspersion, y con
una norma parcial de 250 m® ha?. El riego se
suspendié 15 dias antes de la cosecha a los
140 dias después de la plantacion.

Se estudiaron seis tratamientos y sus
caracteristicas se describen en la tabla 4.

Durante el ciclo del cultivo y en la cosecha
se realizaron las siguientes evaluaciones:

Porcentaje de brotacion de los esquejes (%6):
se contabilizé el nimero de esquejes brotados
por parcela a los 15 dias de la plantacién y el
valor fue expresado en porcentaje a partir
del numero de esquejes iniciales.

Cobertura del campo por el follaje (dias): el
cierre de la parcela por el follaje se determiné
por apreciacion, y se considero6 cerrada cuando
la cobertura alcanzé el 75% de la superficie.

Rendimiento agricola del boniato (t ha): se
determiné a los 140 dias de la plantacion por
determinacion de la masa fresca de las raices
tuberosas con peso superior a 115 g en el
area de calculo de las parcelas.
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Tabla 4. Tratamientos estudiados a partir de la aplicacion del biofertilizante a base
de Pseudomonas fluorescens y diferentes dosis de fertilizante mineral con la formula
completa NPK (9-13-17) en el rendimiento de Ipomoea batatas L. en suelo Pardo

mullido carbonatado.

Férmula Aporte
No (9-13-17) N P.Os K>O Pseudomonas fluorescens
1 1 (20 1 ha en sol. final
(0.75t ha™) (kg ha™) 400 | ha'™)
1 Control 0 0 0 -
2 P. fluorescens 0 0 0 X
3 25% 16.9 24.4 31.9 X
4 50% 33.8 48.8 63.8 X
5 75% 50.6 73.1 95.6 X
6 100% 67.5 97.5 127.5 -

Procesamiento de los datos experimentales

Los disefios experimentales empleados y los
analisis estadisticos realizados para el
escalado fueron generados y ejecutados
mediante software Statistic Package for
Social Science (SPSS) version XV- Centurion
y Microsoft Excel para Windows en los
experimentos de escalado. En las evaluaciones
del biofertilizante en los diferentes cultivos
una vez verificados los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza de
los datos obtenidos (SPSS, version 15.0, 2012)
y transformada la variable porcentaje de
brotacién al arcsen raiz x/100, la informacién
experimental se proces6 estadisticamente
como un disefio en Bloque al Azar. Se utilizé
como criterio de comparaciéon entre medias la
Prueba de Tukey (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Criterios para el escalado del proceso

El andlisis de las relaciones adimensionales
entre los fermentadores y el factor geométrico
demostraron que no tenian similitud
geométrica (Tabla 5) ya que no permanecian
constantes con el paso de una escala a la
otra. Por ello, se seleccionaron criterios para
el escalado comprendidos en el método de la
Regla del Pulgar cuya utilizacién no estuviese
restringida a la condicién de similitud
geomeétrica segun lo sefialado por Anaya-
Durand y Pedraza-Flores (2008) y San Juan
et al. (2010).

Para el célculo de la velocidad de agitacion
se selecciond el criterio de velocidad en la
punta del impelente (ND,) constante (Ec 2) y

para determinar el flujo de aire el criterio de
velocidad superficial de gas (v)) constante
(Ec 3).

Los valores estimados de velocidad de
agitacion y aireacion para el escalado de la
produccién de P. fluorescens (Tabla 6)
permitieron comprobar experimentalmente la
cinética de crecimiento a partir de tener en
cuenta las caracteristicas de los
fermentadores utilizados.

El valor de flujo de aire por unidad de volumen
de medio constante obtenido se encuentra
en el rango informado para la fermentacion
de bacterias (0.1-2.0 vvm) por otros autores
(McNeal y Harvey, 2008).

Fermentacion
35 | de volumen efectivo

No se constaté una fase de adaptacion del
microorganismo a las condiciones del cultivo
(Figura 1). Se ha demostrado que si un cultivo
exponencial se inocula en el mismo medio de
cultivo y en condiciones similares, el crecimiento
exponencial se inicia inmediatamente y se
reduce el tiempo en la fase de latencia. La fase
exponencial de crecimiento se desarroll6 entre
las dos y las diez horas de inoculado. La media
de velocidad maxima de crecimiento (u_.)
obtenida con las tres corridas de fermentacion
fue 0.1339 h* con 95.8% de ajuste. Este valor
de p . fue menor al referido para la fase de
optimizacion del medio de cultivo para esta
cepa (Pérez et al., 2019). Para el género
Pseudomonas es aceptable y comprendido
entre 0.10-0.20 h* tal y como lo expresado
por Kulkarni (2002).
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Tabla 5. Relaciones adimensionales entre dos fermentadores para el escalado de
Pseudomonas fluorescens.

Relaciones Fermentador
Adimensionales 42 litros 500 litros

H+/Dt 2.86 1.68
H./Dr 2.00 1.27
D+/D;i 3.00 3.00
H./Di 6.00 3.80
Di/Li 3.56 3.01
Di/Ai 4.94 4.17

Fe 1.41 1.13

Leyenda: H_ Altura del tanque, D, Diametro del tanque, H,_ Altura del liquido, D, Diametro
del impelente, L, Alto del impelente, A Ancho del impelente, FG Factor geométrico

Tabla 6. Resultados de los criterios de escalado de la fermentacién de Pseudomonas
fluorescens.

Parametros Fermentador
42 litros 500 litros
Velocidad de agitacién (N) (rpm) 749 266
Flujo de aire (Q) (I min®) 13.33 105
Flujo de aire por unidad de volumen 0.44 0.30

de medio constante (Q) (vwm)
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6.0
5.0
£4.0 :
8 3.0 R
2.0 e —
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] 2 4 & B 10 12 14
Tiempo (h)
Ln(DO) = 0.131t + 4.624
R2 = 0,9583
70 B 7.0
6.0 = ' - 6.0
) 5.0 - . 5.0
D?—- 4.0 ey 4'“8
o 3.0 e T 3.0
e o |
2.0 g 2.0
10— 1.0
0.0 0.0
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (h)
—s+— Blomasa —u—Fase Exponencial

Figura 1. Curvas de crecimiento de Pseudomonas fluorescens en fermentador de 35
litros de volumen efectivo en condiciones de velocidad de agitacion 749 rpm y flujo
de aire 0.44 vwvm. A) Tres fermentaciones, B) Curva promedio.
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En cuanto a la viabilidad se obtuvo un
promedio para las tres fermentaciones de
1x10° UFC ml?ta las 10 horas. Resultados
similares fueron informados por Kamal et al.
(2008) quienes cultivaron una cepa de P.
fluorescens en caldo King B a 28 + 2 °C
durante 48 h a 150 rpm, con un resultado
final de 9x108 UFC ml? y Arias (2012) que
obtuvo en tres lotes valores que oscilaron
entre 1-5x10° UFC ml™.

350 | de volumen efectivo

En el proceso de escalado en el fermentador
de 350 | de V., se aprecio una fase de
adaptaciéon en las primeras dos horas del
tiempo de fermentacién (Figura 2). Este
resultado se correspondié con el
procedimiento utilizado para la preparacion del
in6bculo en este estudio. Fue utilizado el
producto de las fermentaciones de 42 | en su
hora 11, donde se encontraba la bacteria en
la fase de desaceleracion o aceleracion
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negativa (Figura 1), que implica una
disminucion de la velocidad especifica de
crecimiento (inferior a la alcanzada en la fase
exponencial de crecimiento). A nivel industrial
se persigue mantener esta fase inicial lo mas
corta posible (Ali et al., 2018).

La fase de crecimiento exponencial se extendio
desde las cuatro hasta las doce horas. La media
de p _, fue de 0.142 h* con un 97.2% de
ajuste. Estos valores de pu_, se correspondieron
con los alcanzados en el fermentador de 35 |
de V. y encuentran comprendidos en el rango
entre 0.10-0.20 h*obtenido por Kulkarni (2002)
para el género Pseudomonas.

La viabilidad celular promedio en las tres
fermentaciones a las 10 horas fue de 4x10°
UFC mll. Este valor confirma un buen
crecimiento celular entre 1-5x10°UFC ml?, por
lo que se puede afirmar que la cepa P.
fluorescens respondid satisfactoriamente al
escalado (Kamalet al., 2008; Arias, 2012).

7.0 A o
—+—Fermentacion 1
6.0 Fermentacion 2
5.0 Fermentacisn 3
g 4.0
g 3.0 _— 5
2.0 g ]
1.0 gl
0.0
0 2 4 & B 10 12 14
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7.0 B Ln{DO) = 0.142t + 4.15 7.0
R2 =0.972
6.0 — . 6.0
5.0 / 5.0
2 o
54.0 e 4.0 =3
o 3.0 = 3.0 ¢
Py ad
2.0 > 2.0
— L o
1.0 —— 1.0
0.0 0.0
] 2 -4 6 8 10 12 14
Tiempo {h)

—+—Bilomasa
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Figura 2. Curvas de crecimiento de Pseudomonas fluorescens en fermentador de
350 litros de volumen efectivo en condiciones de velocidad de agitacion 266 rpm y
flujo de aire 0.30 vvm. A) Tres fermentaciones, B) Curva promedio.
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La comparacion de las velocidades especificas
de crecimiento de las fermentaciones
mediante la prueba de Rangos Mdultiples
evidencié que no hubo diferencias
significativas entre cualquier par de medias,
con un 95% de confianza y se identifico un
grupo homogéneo, segun la alineacion de X's
en columna. El proceso de escalado es uno
de los pasos mas relevantes para la produccion
industrial de un microorganismo debido a que
se requiere que se mantenga la misma
productividad y eficiencia alcanzada en etapas
previas. La seleccion adecuada de los criterios
para el escalado debe involucrar variables que
se impacten en funciones fisiolégicas del
microorganismo y se traduzcan en eficiencia
del proceso (Srivasta, 2008; Ali et al., 2018).
Con 350 | de V,_ fue posible reproducir los
resultados obtenidos en las fermentaciones
con 35 | de V,. Los resultados corroboraron
experimentalmente la validez de los criterios
de escalado seleccionados. La combinacion
adecuada de aireacion y agitacion permite
una mezcla adecuada de los nutrientes y su
disponibilidad para los microorganismos y
garantiza la transferencia de oxigeno (Ali et
al., 2018).

Evaluacion del efecto del biofertilizante a
base de Pseudomonas fluorescens sobre
el crecimiento de plantas

La aplicacion del biofertilizante a base de P.
fluorescens obtenido en el proceso de
escalado tuvo un efecto positivo sobre el
crecimiento de las plantas donde se aplicé.
De esta manera, las condiciones de
fermentacién garantizaron su actividad en la
promocién del crecimiento vegetal.

Biotecnologia Vegetal Vol. 20, No. 4, 2020
Aclimatizacion de plantas in vitro de banano

En las evaluaciones a los 60 dias de
plantacion en bolsas, se observdé una
respuesta positiva en el crecimiento de las
plantas producidas in vitro (Figura 3).
Resultaron visibles diferencias especificas en
funcién de los tratamientos estudiados en
las variables evaluadas.

Los resultados mostraron que la aplicaciéon
de este inoculante bacteriano incrementd
los indicadores de crecimiento de las plantas
en funcién del tiempo de aplicaciéon. Los
mayores valores para las variables altura de
la planta, numero de hojas, longitud del
peciolo y largo de la hoja No. 2 se obtuvieron
con la inmersion de las raices en el
biofertilizante durante 15, 20 y 25 min (Tabla
7), sin diferencias significativas entre ellos.
En el tratamiento de 20 min (T4) se
encontraron las plantas con mayor ancho y
largo de las hojas lo que se tradujo en un
area foliar significativamente superior
respecto a los demas tratamientos con
111.22 cm?2. Estos resultados corroboran el
efecto promotor del crecimiento de P.
fluorescens en otros cultivos (Bach et al.,
1998). La produccién de sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal como
auxinas, giberelinas y citoquininas, la
proteccién contra organismos patégenos y
favorecer la asimilacion de nutrientes por
las plantas se encuentran entre las
actividades de promocion del crecimiento de
las plantas que comparten muchas especies
bacterianas (Vessey, 2003; Diaz-Blanco y
Méarquez-Reina, 2011; Garcia-de-Salamone
etal., 2012).

Figura 3. Plantas de banano cv. ‘Manzano’ (Musa AAA), obtenidas in vitro y tratadas con el
biofertilizante a base de Pseudomonas fluorescens, después de 60 dias en aclimatizacion. T1-
control (sin aplicacion), T2-T5 inmersion de raices en solucién del biofertilizante previo a la
plantacion. T2: 10 min, T3: 15 min, T4: 20 min, T5: 25 min.
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Cultivo de boniato (Ipomoea batatas L.)
cultivar ‘INIVIT B 2005’

En las condiciones experimentales ensayadas
la aplicacion en el cultivo de boniato del
biofertilizante de forma conjunta con el
fertilizante quimico produjo los mejores
resultados.

Los mayores porcentajes de brotacion de los
esquejes en los tratamientos donde se aplico
el biofertilizante se obtuvieron con la
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aplicacion conjunta de este y el 75% del
fertilizante quimico, sin diferencias
significativas con el tratamiento que recibié
la dosis mayor de fertilizacion (100% FC)
(Figura 4). La brotacion es un indicador que
esta en correspondencia con la calidad de la
plantacion y de este dependen los
rendimientos relacionados con la produccion.
Asimismo, en un campo de boniato con un
90% de poblacién en el momento de la
cosecha, no se ven afectados el rendimiento
y sus componentes (Singh et al., 2018).

Tabla 7. Efecto en fase de aclimatizacion de biofertilizante a base de Pseudomonas
fluorescens sobre el crecimiento de plantas in vitro de banano cv. ‘Manzano’ (Musa AAA).

TRAT. ALTP NHOJ LPEC DHOJ2-3 LHOJ2 AHOJ2 AF

(cm) (v) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm?)
T1 18.63b 1.27b 1.79c 3.06c¢c 14.23¢c 6.27b 72.14 c
T2 19.63b 1.43a 2.17bc 4.15ab 14.72bc 6.39b 75.79 bc
T3 21.27a 1.55a 249ab 3.64bc 15.97ab 6.90b 90.10 bc
T4 21.39a 1.55a 2.8la 391labc 176l1la 7.85a 111.22 a
T5 21.55a 1.49a 257ab 4.56a 16.16 ab 7.05ab 91.82b
Sk 0.34 0.03 0.10 0.23 0.42 0.22 4.85

Letras diferentes en cada columna expresan diferencias significativas (p<0.05) segun
la Prueba de Tukey. Leyenda: ALTP: altura de la planta, NHOJ: No. de hojas, LPEC:
longitud del peciolo, LHOJ2: largo de la hoja No. 2, AHOJ2: ancho de la hoja No. 2, AF:
area foliar, DHOJ2-3: distancia entre la hoja No. 2 y la No. 3, T1- control (sin aplicacién),
T2-T5 inmersion de raices en solucién del biofertilizante previo a la plantacion. T2: 10

min, T3: 15 min, T4: 20 min, T5: 25 min

100 +

Q5

Q0

85 1

Sx = 0.89*

Brotacian (%)

80 4

75 C

70 T .

Control pf

Pf+25%FC Pf+50%FC Pf+75%FC 100 % FCIT

Letras diferentes sobre barras implican diferencias significativas segun la prueba de

Tukey para p<0.05.

Figura 4. Brotacion de esquejes de boniato (Ipomoea batatas L.) cv. ‘INIVIT B 2005’a
los 15 dias de la plantacion con aplicaciones conjuntas de biofertilizante a base de
Pseudomonas fluorescens y diferentes dosis de fertilizante (NPK). 100% FC (NPK 9-13-

17)0.75 t ha?, P.f. =biofertilizante.
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También en relacion con el cierre del campo
por el follaje (Figura 5), la mejor respuesta se
aprecio en el tratamiento con la aplicacion
conjunta biofertilizante y el 75% del
fertilizante quimico sin diferencias
significativas con el tratamiento que recibié
la dosis mayor de fertilizacion (100% FC) y si
con el resto de los tratamientos. Las mejores
dosis produjeron un cierre de la plantacion a
los 29-30 dias, lo que comparado con el
tratamiento que no recibi6 fertilizacion se logré
14 dias antes el cierre de plantacion. La
cobertura del campo por el follaje posee
marcada influencia para evitar la aparicion y
desarrollo de arvenses, lo que reduce los costos
y asi contar con mayor produccién de esquejes,
es por ello que los productores de boniato
prefieren una cobertura del campo mas rapida
lo que también garantiza un menor nimero
de labores de cultivo (Dumbuya et al., 2017).

En correspondencia con los resultados
anteriores, los mayores rendimientos (Figura
5) se alcanzaron con la aplicaciéon conjunta
del biofertilizante y el 75% del fertilizante
quimico sin diferencias significativas con el
tratamiento que recibié la dosis mayor de
fertilizacion (100% FC) y si con el resto de
los tratamientos. Se logrd disminuir en un 25%
la dosis de formula completa recomendada
por el Instructivo Técnico del cultivo del
boniato. De forma similar, otros autores han

50
45

40

Cobertura del campo (dias)
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informado de resultados positivos con la
utilizacién de bacterias solubilizadoras de
fosfatos. En este sentido, Diaz-Blanco y
Marquez-Reina (2011) sefalaron la reduccion
de la aplicacion en un 50% del fosforo en los
cultivos considerando el nivel medio de fosforo
asimilable en los suelos después de las
practicas de mejoramiento de suelos entre
las que se encontraba la aplicacion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal
lo que conllevé a que se fertilizaran todos los
cultivos tratados, con un 50% menos del P,O,
recomendado para cada caso en particular.

Los efectos positivos de la inoculacion con el
biofertilizante en presencia de la dosis del 75%
de la fertilizacion se obtuvieron tanto en la
brotacion y cierre del campo como en el
rendimiento, lo cual garantiz6é una disminucion
del 25% de las aplicaciones de fertilizantes
minerales. Ello coincidié con lo expresado por
Aguado-Santacruz (2012), en cuanto a que
los biofertilizantes permiten incrementar el
valor agregado y rendimiento de los cultivos
de 17% a 50%, mejoran la fertilidad del suelo
y reducen las poblaciones de microorganismos
nocivos para los cultivos. En este sentido,
diferentes autores han referido el efecto
beneficioso de P. fluorescens sobre numerosos
cultivos en los cuales produjo un incremento
en la biomasa y el rendimiento, redujo la
incidencia de organismos patdégenos, mejord

Sx = 0.87*

35
30
zs i i
20

Contral

Pf+25%FC Pf+50%FC Pf+75%FC 100 % FCIT

Letras diferentes sobre barras implican diferencias significativas segun la prueba de Tukey

para p<0.05

Figura 5. Tiempo de cultivo para la cobertura de campo por el follaje de plantas de boniato
(Ipomoea batatas L.) cv. ‘INIVIT B 2005’ en suelo Pardo mullido carbonatado con aplicaciones
conjuntas de biofertilizante a base de Pseudomonas fluorescens y diferentes dosis de fertilizante
(NPK) alos 25 dias de la plantaciéon. 100% FC (NPK 9-13-17), 0.75 t ha*, P.f. =biofertilizante-Pf.
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Figura 6. Efecto de las aplicaciones conjuntas de Pseudomonas fluorescens y diferentes
dosis de fertilizante (NPK) en el rendimiento evaluado a los 135 dias de la plantacién del
cultivar de boniato ‘INIVIT B 2005’ en suelo Pardo mullido carbonatado. Fecha de
plantacion: 20-01-2019. 100% FC (9-13-17) = 0.75 t ha*, P.f. = Pseudomonas fluorescens.

la viabilidad de las raices, la concentracion de
carbohidratos en estas, asi como el crecimiento
de las plantas (Meena et al., 2002; Garcia-de-
Salamone et al., 2012; Qin et al., 2016).

La produccion de biofertilizantes requiere del
conocimiento de la fisiologia de plantas y de
los microorganismos, también enfrenta
desafios tecnoldgicos como el proceso de
fermentacion, el tipo de formulaciones, la
poblacidon de microorganismos y su sistema
de liberacion. El desarrollo de una formulacion
estable es posible mediante la combinacion
de conocimientos de aspectos microbianos y
técnicos (Stamenkovi¢ et al., 2018). En
correspondencia con lo anterior, en este
trabajo mediante los parametros de
fermentacion en un volumen de 500 | con 350
| de V., velocidad de agitacion de 266 rpm y
flujo de aire de 105 | min? se alcanzé el
escalado de la produccion de un biofertilizante
a base de P. fluorescens que permitira su
produccion industrial y su uso agricola.

CONCLUSIONES

La produccioén de un biofertilizante a base de
Pseudomonas fluorescens puede llevarse a
cabo en un fermentador de tanque agitado
de 500 | (volumen efectivo de 350 |) durante
12 h con velocidad de agitacion de 266 rpm y
flujo de aire de 105 | min? lo cual garantiza

su concentracion de 1x10° UFC mlt y su
efecto promotor del crecimiento en plantas.
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