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Todo el material contenido en esta Tesis está protegido, el uso de imágenes, fragmentos 
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I.- RESUMEN 

 

El aprovechamiento del glicerol residual proveniente del proceso de producción de 

biodiesel como una fuente de carbono para el desarrollo de microorganismos 

solubilizadores de fosfatos ofrece una alternativa para dar lugar al desarrollo de un medio 

inoculante a base de este. En este proyecto se realizó la comparación en cuanto a la 

eficiencia del Glicerol crudo como fuente de carbono para el microorganismo 

Pseudomonas plecoglossicida, con respecto a otras fuentes de glicerol (Glicerol 

parcialmente puro y Glicerol comercial) así como otras fuentes de carbono (Manitol, 

Glucosa, Lactosa, Sacarosa y Maltosa). La obtención de las fuentes de glicerol fue 

realizada siguiendo un protocolo previamente estandarizado, permitiendo una 

recuperación de hasta 5 veces más glicerol.  El microorganismo fue aislado e identificado 

basándose en sus características micro y macroscópicas, su fluorescencia bajo luz UV    

254 nm y una identificación molecular usando el RNAr 16S. Las fuentes de glicerol y las 

fuentes de carbono fueron probadas en ensayos individuales bajo las mismas condiciones 

de temperatura, agitación y tiempo, sustituyendo la fuente de carbono en el medio líquido 

Levadura Manitol, encontrando que el Glicerol crudo permite un mayor crecimiento del 

microorganismo. El Glicerol crudo fue comparado con diversas fuentes de carbono, 

pudiendo posicionarse como una fuente de carbono equivalente o incluso superior en 

algunos de los casos. En los ensayos con los distintos tratamientos (C- = sustrato, C+ = 

sustrato adicionado con fertilizante, T1 = Sustrato con la cepa L1BRA, T2 = sustrato con 

la cepa L1BRA y glicerol, T3 = sustrato con glicerol) sobre las variedades de frijol, estas 

mostraron diferencia significativa en sus características morfométricas (α 0.05), siendo las 

más relevante el incremento del sistema radicular y de proliferación de raíces secundarias 

dado en los tratamientos que involucran el uso de Glicerol crudo (T2 y T3). En el caso de 

los análisis realizados al sustrato, utilizado para los ensayos anteriores, el tratamiento T2 

el cual involucra el uso de glicerol y el microorganismo, presento las mayores 

concentraciones (ppm) de micro y macronutrientes. 
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II.- ABSTRACT 

 

The use of residual glycerol from the biodiesel production process as a carbon source for 

the development of phosphate-solubilizing microorganisms paves the way for the 

development of an inoculant medium based on it. In this project, the comparison was made 

regarding the efficiency of crude Glycerol as a carbon source for the microorganism 

Pseudomonas plecoglossicida, with respect to other sources of glycerol (partially purified 

Glycerol and commercial Glycerol) as well as other carbon sources (Mannitol, Glucose, 

Lactose, Sucrose and Maltose). The glycerol sources were obtained following a previously 

standardized protocol, allowing a recovery of up to 5 times more glycerol. The 

microorganism was isolated and identified based on its micro and macroscopic 

characteristics, its fluorescence under 254 nm UV light, and molecular identification using 

16S rRNA. The glycerol sources and the carbon sources were tested in individual tests 

under the same conditions of temperature, agitation and time, substituting the carbon 

source in the liquid Mannitol Yeast medium, finding that crude Glycerol allows a greater 

growth of the microorganism. Crude glycerol was compared with various carbon sources, 

being able to position itself as an equivalent or even superior carbon source in some of the 

cases. In the trials with the different treatments (C- = substrate, C+ = substrate added with 

fertilizer, T1 = Substrate with the L1BRA strain, T2 = substrate with the L1BRA strain 

and glycerol, T3 = substrate with glycerol) on the bean varieties, these showed a 

significant difference in their morphometric characteristics (α 0.05), the most relevant 

being the increase in the root system and the proliferation of secondary roots given in the 

treatments that involve the use of crude Glycerol (T2 and T3). In the case of the analyzes 

carried out on the substrate, used for the previous tests, the T2 treatment, which involves 

the use of glycerol and the microorganism, presented the highest concentrations (ppm) of 

micro and macronutrients. 
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III.- INTRODUCCIÓN 

 

El principal subproducto proveniente de la producción del biodiesel es el glicerol, debido 

a sus muchas propiedades, no es de extrañar encontrarlo como materia primordial en una 

gran variedad de industrias, pudiendo encontrarlo desde la industria alimenticia, hasta la 

industria médica y de belleza. Sin embargo, el glicerol proveniente de la producción de 

biodiesel presenta varios contaminantes que dificulta su uso en dichas industrias, debido 

a la necesidad de altos estándares de pureza. Dependiendo del grado de pureza, este se 

puede clasificar como glicerol crudo, glicerol grado técnico y glicerol refinado, siendo 

estos dos últimos los que presentan los niveles aceptables pasa su uso en las industrias 

antes mencionadas. Así mismo, se pueden presentar subdivisiones de acuerdo con el 

organismo que certifica y aprueba su uso en áreas especializadas, teniendo la certificación 

dada por la USP (United States Pharmacopeia) quien hace posible su uso en la medicina, 

farmacéutica y cosmética; así como la certificación FCC (Food Chemichal Codex) quien 

lo acredita para para su uso responsable en alimentos (Posada-Duque y Cardona-Alzate, 

2010). 

Son estos altos requerimientos de pureza, los que limitan los usos actuales del glicerol 

proveniente de la producción del biodiesel, de tal forma que su aprovechamiento como 

subproducto haya sido limitado o nulo, lo que ha provocado que gran parte de este glicerol 

sea incinerado. Sin embargo, en años recientes se ha vuelto un tema de gran importancia 

la producción basada en economía circular, es decir, el buscar generar un producto de 

valor agregado, de un compuesto que por lo general se considera un desecho. Debido a 

esto, muchos procesos biotecnológicos han enfocado sus esfuerzos en encontrar usos 

sustentables y rentables para este tipo de glicerol (Vassilev et al, 2017). 

Un área de oportunidad es en la agricultura, en el desarrollo y producción de agentes 

inoculantes microbianos benéficos para la recuperación de suelos agrícolas y el 

incremento en los rendimientos de cultivo. El estudio de la creación de nuevas 

formulaciones y el diseño de medios de cultivo para microorganismos benéficos (hongos 

micorrícicos arbusculares, hongos ectomicorrícicos, bacterias promotoras de crecimiento, 

entre otros) se encuentra dado con la finalidad de reducir los costos de producción de estos 
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consorcios y, por tanto, incrementar su disponibilidad para el sector agrícola (Vassileva 

et al, 2010; Malusa y Vassilev, 2014; Vassilev et al, 2017). 

Los objetivos de este proyecto fueron el demostrar la posibilidad del aprovechamiento 

sustentable de subproductos de actividades industriales como el glicerol en la producción 

de biodiesel, mediante la evaluación de su uso como fuente de carbono alternativa para el 

desarrollo del microorganismo solubilizador de fósforo Pseudomonas plecoglossicida. 

Así como también su efecto en conjunto (P. plecoglossicida y el glicerol residual crudo 

del proceso de producción del biodiesel) sobre la adquisición de fósforo en plántulas de 

las variedades Negro y Pinto de Phaseolus vulgaris. 
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IV.- ANTECEDENTES 

 

IV.1.- Biodiesel 

 

En décadas recientes, se ha generado una creciente demanda de petróleo como 

consecuencia directa de los procesos de industrialización, modernización y globalización 

en general. El constante desarrollo tanto de la economía como el incremento en las 

necesidades de infraestructura y transporte han llevado a una gran demanda de energía a 

nivel mundial. Actualmente la gran mayoría de energía producida para satisfacer esta 

demanda está dada como resultado de la combustión de combustibles fósiles, petróleo, 

carbón mineral y gas natural. Sin embargo, algunos investigadores como Shahid y Jamal 

(2011), así como agencias especializadas como la Agencia Internacional de Energía (AIE) 

(International Energy Agency (IEA), 2007) han predicho un incremento de hasta un 50% 

en la demanda energética en los próximos diez años, siendo los principales consumidores 

aquellos países en constante desarrollo y un gran nivel poblacional (India y China) 

(Atabani et al, 2012).  

Dado el incremento en la demanda energética estimada para los próximos años, así como 

el efecto tangible y observable que tiene el cambio climático cada año, muchos 

investigadores han propuesto la búsqueda, descubrimiento e implementación de fuentes 

energéticas y de combustibles alternativos a los fósiles. El biodiesel se presenta como una 

atractiva alternativa debido a la baja cantidad de emisiones y partículas generadas de su 

combustión, a ser renovable, altamente degradable y no tóxico (Mishra y Goswami, 2017).  

El biodiesel, según la Asociación Internacional de Pruebas y Materiales (ASTM, por sus 

siglas en ingles), se encuentra definido como un combustible compuesto de monoalquíl 

ésteres de ácidos grasos de cadena larga provenientes de aceites vegetales renovables o 

grasas animales que cumplen los requisitos de ASTM D6751 (ASTM D6751-20ª, 2020).  

Teniendo que estos aceites vegetales renovables y las grasas animales, se encuentran 

compuestos de triacilgliceroles los cuales consisten químicamente en ácidos grasos de 

cadena larga unido a una columna vertebral de glicerol (1,2,3-propanotriol), estas cadenas, 
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al estar oxigenadas permiten al motor realizar una combustión mucho más limpia 

(Bartholomew, 1981; Fukuda et al, 2001; Shay, 1993; Strayer et al, 1983; Bozbas, 2008).  

Si bien muchos trabajos se han realizado con el fin de aproximar las propiedades y el 

rendimiento del biodiesel a las del combustible diésel a base de hidrocarburos, las 

principales problemáticas enfrentadas para que esto se lleve a cabo se encuentran 

relacionadas con su alta viscosidad, baja volatilidad y su carácter poliinsaturado 

(Srivastava y Prasad, 2004). Son tres los procesos principales que han sido investigados 

en un intento de superar estos inconvenientes y permitir que estos aceites vegetales, grasas 

y desechos de petróleo puedan ser utilizados como un combustible alternativo viable: a) 

proceso de pirólisis, b) proceso de microemulsificación y c) proceso de transesterificación, 

siento este último el más común y ampliamente aceptado (Fukuda et al, 2001). En el 

proceso de transesterificación para la síntesis de biodiésel, los triglicéridos reaccionan con 

un metóxido (generalmente derivado del metanol) dando como resultado la síntesis de 

ésteres metílicos de ácidos grasos que son el biodiesel y el glicerol (Figura 1). (Mishra y 

Goswami, 2017). 

 

Figura 1 Representación de reacción de transesterificación para la producción de biodiesel 

 

 

Como ya se mencionó anteriormente, el biodiésel puede ser producido a partir de aceites 

vegetales, residuos aceite de cocina y grasas animales, sin embargo, este también puede 

ser producido a partir de algas, microalgas y hongos (Mishra y Goswami, 2017). De 

manera inicial, el primer paso para dar inicio con la producción de biodiesel está dado por 

la elección de la materia prima. Se tiene registro de más que 350 cultivos oleaginosos 
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reconocidos como fuentes de materia prima potenciales para la producción de biodiésel a 

nivel mundial (Atabani et al, 2012). 

De forma idónea la materia prima debe cumplir dos requisitos: 1) bajos costos de 

producción y 2) producción en gran escala. Sin embargo, ambas se encuentran limitadas 

dado la disponibilidad y la producción de la materia prima, que a su vez se encuentran 

relacionados con las condiciones geográficas y climáticas de la región, así como también 

las condiciones locales del suelo y las prácticas agrícolas realizadas sobre este.  

Las materias primas utilizables para la producción de biodiesel pueden dividirse en cuatro 

categorías: 1) Aceites vegetales comestibles (soja, aceite de maní, girasol, palma y coco); 

2) Aceites vegetales no comestibles (jatropha, karanja, mango de mar, algas y halófitas); 

3 )Aceite usado o reciclado; 4) Grasas animales (sebo de res, grasa amarilla, grasa de pollo 

y subproductos de aceites de pescado) (Atabani et al, 2012; Srivastava y Prasad, 2004; 

Balat  y Balat, 2008, 2010; Demirbas, 2008; Lin et al, 2011). 

 

IV.2.- Glicerol 

 

El glicerol (CH2OH-CHOH-CH2OH) (Figura 2) es un compuesto alcohólico cuyo nombre 

proviene de la raíz etimológica griega de “Glykos” o “Glykis” (palabra griega que 

significa dulce) es considerado como uno de los productos químicos más versátiles y 

valiosos conocidos en la actualidad. Denominado también por su estructura química como 

1,2,3-trihidroxipropano (dado que es un polialcohol que posee tres grupos hidroxilos [-

OH] dentro de su composición), 1,2,3-propanotriol, o por su nombre comercial de 

glicerina, el cual por sus características puede describirse como un compuesto líquido a 

temperatura ambiente, viscoso (1,5 Pa), incoloro, inodoro y con un sabor ligeramente 

dulce (Kong et al, 2016). 
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Figura 2 Fórmula estructural del 1,2,3-propanotriol (Glicerol) 

 

La presencia de los tres grupos hidroxilo presentes en su estructura lo hace un compuesto 

higroscópico fácilmente soluble en agua y alcoholes, con una solubilidad moderada en 

presencia de disolventes orgánicos como los dioxanos y los éteres, mientras que es 

completamente insoluble en presencia de hidrocarburos o sus derivados.  En su estado 

anhidro y puro, el glicerol presenta una densidad de 1.261 g.cm-3, un punto de fusión de 

18.2ºC y un punto de ebullición de 290ºC, temperatura a la cual este se descompone 

generando como resultado de esta reacción un compuesto de alta toxicidad llamado 

acroleína (Figura 3), presentándose este como un líquido amarillo de aroma desagradable, 

altamente inflamable y volátil (Kong et al, 2016). 

 

 

Figura 3 Fórmula estructural del 2-propenal (Acroleína) 

 

Inicialmente, el glicerol fue aislado en 1779 por el químico sueco Carl Wilheim Scheele, 

al calentar aceite de oliva con litargirio (PbO), mientras que su nombre como tal le fue 

acuñado por el químico francés Michel Eugene Chevreul en el año de 1813. Mientras que 

para el año de 1857 el químico francés Louis Pasteur demostró que tanto el glicerol como 

el ácido succínico podían obtenerse de forma secundaria durante los procesos de 

fermentación alcohólica de ciertos azúcares. No fue hasta el año de 1949 cuando la 
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principal fuente de glicerol se vio dada como consecuencia de la fabricación de jabón 

mediante la saponificación de grasas, siendo el glicerol un compuesto residual o 

subproducto de este proceso (Pagliaro y Rossi, 2008; Lafuente, 2017). 

Actualmente, se estima que aproximadamente el 70% de la producción mundial de 

glicerol es obtenida como resultado de las reacciones de transesterificación provenientes 

de la producción del biodiesel, siendo este un subproducto de la reacción, representando 

hasta un 10% del volumen del total de biodiesel producido. Donde la composición de este 

último puede presentar variaciones dependiendo del tipo de catalizador utilizado, sin 

embargo, de manera general al final de la reacción, obtendremos una solución compuesta 

por biodiesel, glicerol, jabones/detergentes, alcohol (principalmente metanol), sales de 

sodio o potasio (dependiendo del catalizador utilizado, ya sea KOH o NaOH), materia 

orgánica no glicerol (MONG) y agua (Lafuente, 2017; Singhabhandhu y Tezuka, 2010; 

Van Gerpen, 2005). 

Dado lo anterior, para convertir a este glicerol residual en un producto de valor agregado 

es necesario procesarlo y purificarlo para que de esta manera el glicerol refinado pueda 

cumplir con los requisitos necesarios para su uso como glicerol grado USP o FCC 

certificado (Morales et al, 2008, 2010). 

El primer uso conocido del glicerol como reactivo data del año de 1866, formando parte 

esencial del proceso de síntesis del nitroglicerol, el cual es el componente básico de la 

nitroglicerina, a la cual actualmente se le conocen más de 1500 aplicaciones ya sea bien 

como materia prima o como compuesto aditivo. Hoy día, el glicerol es ampliamente 

utilizado en el ámbito de la medicina, la farmacéutica y la cosmecéutica, esto 

principalmente como resultado de su actividad antiflogística, así como también por su 

efecto suavizante y lubricante en el caso de esta última. Debido a sus propiedades 

higroscópicas, es empleado altamente como humectante, por lo cual se encuentra en 

diversas preparaciones donde el mantenimiento de los niveles de humedad es 

indispensable. Dentro de las aplicaciones médicas, se puede encontrar como laxante 

ligero, lubricante en jarabes para la tos y expectorantes. Dado su sabor ligeramente dulce, 

puede ser utilizado como aditivo alimenticio ya que su consumo no eleva los niveles de 

azúcar (Lafuente, 2017; Betancourt-Aguilar et al, 2016). 
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Desde finales de la década de los 50´s (1959), el glicerol fue declarado una sustancia 

segura para el consumo humano. Sin embargo, en décadas posteriores el compuesto 

dietilenglicol (DEG) Figura 4, cuyas características en cuanto aspecto, olor y sabor son 

muy similares al glicerol ha sido usado en ocasiones y de forma fraudulenta en la industria 

alimentaria como un sustituto el glicerol, cuyo costo es más elevado, provocando daños a 

la salud dada su toxicidad (Reinberg, 2007). 

 

 

Figura 4 Fórmula estructural del 2-(2-hidroxietoxi)etan-1-ol (Dietilenglicol/DEG) 

 

Finalmente es importante destacar el uso del glicerol en la industria de los energéticos 

(combustión directa, pirólisis, producción de bioetanol, biogás e hidrógeno y como aditivo 

de combustibles), como insumo para la industria química y la industria de fertilizantes 

(Woloj, 2011; Hernández Mora et al, 2015). 

 

IV.3.- Microorganismos solubilizadores de fósforo 

 

El fósforo (P) es uno de los macronutrientes que más puede llegar a limitar una producción 

agrícola, esto es debido a la alta reactividad del elemento la cual le permite realizar una 

gran variedad de interacciones en el suelo, siendo algunas formas catiónicas reactivas a 

las superficies de ciertos compuestos coloides y la matera orgánica (Martins et al, 2013).  

En México hacia el año 2017, de las 4.9 millones de toneladas de fertilizante importado, 

los fertilizantes fosfatados ocuparon el segundo lugar con un total de 1.07 millones de 

toneladas importada, lo cual ofrece una clara perspectiva de la importancia de este 

macronutriente en el desarrollo y producción agraria del país (CEDRSSA, 2019). 
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Una alternativa al uso de fertilizantes sintéticos fosfatados es el uso de bacterias 

solubilizadoras de fosfato, microorganismos promotores del crecimiento (MPG), que 

permiten incrementar la eficiencia en la asimilación de este macronutirente por parte de 

las plantas gracias a un proceso de hidrólisis del fósforo. Esto permite la conversión a la 

forma inorgánica soluble (ortofosfatos); que se pueden encontrar como iones monobásico 

(H2PO4
-) y como iones dibásicos (HPO4

2-) (Banerjee et al, 2010). 

En las últimas décadas se han aislado distintas bacterias solubilizadoras de fosfatos 

pertenecientes a diversos géneros, entre los cuales se pueden destacar Acinetobacter 

(Moreno et al, 2015), Pseudomonas (Bako et al., 2012; Patiño y Sánchez, 2012; Muleta 

et al, 2013), Erwinia (Muleta et al, 2013), Bacillus (Lizarazo et al, 2015), Burkholderia 

(Patiño y Sánchez, 2012), entre otras: las cuales posteriormente se han utilizado en plantas 

indicadoras como biofertilizantes, con el fin de evaluar su efecto en el crecimiento y 

desarrollo de estas. 

 

IV.4.- Uso de glicerol como fuente de carbono para microorganismos de la rizosfera 

 

De manera contraria a lo que se pensaría, gran parte del glicerol proveniente de la 

producción de biodiesel es incinerado y liberado a manera de dióxido de carbono a la 

atmosfera. Por tanto, en los últimos años se ha vuelto un tema de gran importancia el 

encontrar manera de darle un valor agregado a este glicerol considerado por muchos como 

desperdicio. Debido a los bajos costos de este glicerol crudo (denominado a si dadas sus 

impurezas), se presenta como un compuesto muy atractivo para diversos procesos 

biotecnológicos (Vassilev et al, 2017). 

Un ejemplo de esto se puede encontrar en el estudio realizado por Teeka y colaboradores 

(2010) en el cual se hizo uso de glicerol residual derivado del biodiesel como única fuente 

de carbono para la detección de bacterias productoras de PHA (polihidroxialcanolatos). 

Encontrando que, al comparar la producción de estos polihidroxialcanolatos por bacterias 

productoras, el grado de pureza del glicerol no influía en su rendimiento. 
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De la misma forma, un estudio similar fue realizado por Yoneyama et al (2015) en donde 

se analizó el metabolismo del glicerol en la especie fijadora de nitrógeno Azotobacter 

vinelandii, la cual fue cultivada en glicerol hasta su fase exponencial, obteniendo la 

acumulación de moléculas de interés industrial (ácido láctico y aminoácidos), dentro de 

las células bacterianas cultivadas en glicerol. Por otro lado, en análisis realizados por 

microscopía electrónica de transmisión se reveló la presencia de PHB (Poli-D-3-

hidroxibutirato) dentro de las células 

Así mismo, otra de las áreas que resalta para el uso de este tipo de glicerol, es la producción 

de inoculantes microbianos benéficos para la rama de la agricultura en formulaciones que 

contengan uno o más microorganismos que permitan mejorar la disponibilidad de 

nutrientes y por lo tanto el desarrollo de las plantas (Malusa y Vassilev, 2014), siendo los 

de mayor importancia los hongos micorrícicos arbusculares, los hongos ectomicorrícicos 

y microorganismos promotores de crecimiento como Rhizobium, solubilizadores de 

fosfatos, entre otros (Vassileva et al, 2010; Vassilev et al, 2017).  

Esto puede observarse en el estudio realizado por Jain y colaboradores (2000), quienes 

remplazaron al manitol en el medio de extracto de levadura, por glicerol o glucosa/melaza 

(azúcar morena), presentando a estos como única fuente de carbono para el crecimiento 

de diversas cepas de Bradyrhizobium spp. y Rhizobium spp. encontrando que el 

crecimiento durante las últimas etapas en glicerol o azúcar moreno fue comparable al del 

manitol. 

Así como también en el estudio realizado por Hernández-Forte, y Nápoles-García (2018), 

en el cual se cultivó a una cepa de Rhizobium spp. bajo cinco diferentes fuentes de 

carbono, siendo este manitol; glucosa; galactosa; lactosa y glicerol; reportando un mayor 

crecimiento del microorganismo con el medio de manitol, mientras que los mayores 

valores de velocidad específica de crecimiento reportados se obtuvieron en los medios con 

manitol, glucosa y glicerol. 

 

En cuanto al género Pseudomonas, Bacame y colaboradores (2019) hicieron uso de 

glicerol crudo proveniente de la producción de biodiesel como fuente de carbono en           
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P. aeruginosa para la producción de piocianina el cual es un metabolito secundario de 

color azul con capacidades antimicrobianas, obteniendo muy buenos resultados, 

osbservando un mayor incremento de biomasa con el uso de glicerol crudo (0.97±0.03g/L) 

que con el uso de glicerol puro (0.18g/L). 

Una situación muy similar a la anterior se presenta en el estudio realizado por Verhoef y 

colaboradores (2014), en donde a partir de Pseudomonas putida S12 se hace uso de 

glicerol crudo proveniente de la producción de biodiesel para la producción del compuesto 

aromático p-hidroxibenzoato comúnmente utilizado para la producción de polímeros de 

cristal líquido en la industria de los electrónicos, obteniendo una mayor cantidad de 

haciendo uso de glicerol crudo (60g/L) que de glicerol purificado (44g/L). 
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V.- JUSTIFICACIÓN 

 

El aprovechamiento de los subproductos de las actividades industriales es de gran 

importancia para dar sustentabilidad a los procesos. Sin embargo, debido a la calidad de 

dichos residuos, así como sus contaminantes estos pueden requerir de operaciones 

adicionales para cumplir con los estatutos para su uso en la industria. Esto se puede  ver 

reflejado en la producción de biodiesel, en donde debido a la calidad del glicerol residual 

y a los contaminantes que se presentan en este son necesarias diversas etapas de 

purificación para poder utilizarlo de manera convencional (alimentos, medicina, 

cosméticos, entre otros). La justificación de este proyecto radica en la posibilidad del 

aprovechamiento del glicerol residual no purificado como una fuente de carbono 

alternativa para el desarrollo del microorganismo solubilizador de fósforo Pseudomonas 

plecoglossicida con un potencial uso como agente inoculante que permita posteriormente 

su aplicación para la mejora de los rendimientos agrícolas, así como la disminución del 

uso de fertilizantes sintéticos. 
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VI.- HIPOTESIS 

 

El glicerol residual crudo obtenido del proceso de producción de biodiesel permite 

incrementar el desarrollo de Pseudomonas plecoglossicida. 

El uso en conjunto del microorganismo solubilizador de fósforo Pseudomonas 

plecoglossicida y el glicerol residual crudo del proceso de producción de biodiesel facilita 

la adquisición de fósforo en plántulas de las variedades Negro y Pinto de Phaseolus 

vulgaris. 
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VII.- OBJETIVOS 

 

VII.1.- Objetivos Generales 

 

Evaluar el uso del glicerol residual crudo del proceso de biodiesel como fuente de carbono 

alternativa para el desarrollo del microorganismo solubilizador de fósforo Pseudomonas 

plecoglossicida. 

Evaluar el efecto de P. plecoglossicida y el glicerol residual crudo o purificado del proceso 

de producción del biodiesel sobre la adquisición de fósforo en plántulas de las variedades 

Negro y Pinto de Phaseolus vulgaris. 

 

VII.2.- Objetivos Específicos 

 

Obtener el glicerol residual crudo del proceso de biodiesel a través de reacciones de 

transesterificación previamente estandarizadas. 

Purificar parte del glicerol residual crudo obtenido del objetivo anterior a través de la 

técnica de purificación ácido-base. 

Evaluar el efecto del glicerol recuperado (glicerol residual crudo y glicerol residual 

purificado) en el crecimiento de la cepa solubilizadora de fósforo P. plecoglossicida.   

Evaluar el efecto del glicerol y cinco distintas fuentes de carbono, respectivamente, con 

respecto al crecimiento de la cepa solubilizadora de fósforo P.  plecoglossicida. 

Evaluar el efecto del microrganismo P. plecoglossicida y el glicerol, en plántulas de las 

variedades Negro y Pinto de P. vulgaris. 
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VIII.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VIII.1.- Obtención de Biodiesel 

 

Para la obtención de biodiesel a partir del aceite comercial de canola de la marca Ave®, 

empleando el método estandarizado por Ortiz (2016) el cual se modificó para incrementar 

la producción de glicerol. Se llevó a cabo una reacción de transesterificación usando       

250 g de aceite virgen en un matraz de 1 L. Posteriormente, se agregó una solución de 

CH3OK, la cual se preparó empleando 184.2 g de CH3OH y 3.85 g de KOH (solución 

catalítica). 

La reacción se hizo en una placa de calentamiento con agitación magnética 

(Cimarec2/Thermolyne), a 60°C, se agitó constantemente de tal forma que se unieran 

ambas fases (aceite y solución de metóxido). El matraz se tapó para evitar pérdida de 

metanol por evaporación (tampón de aluminio). 

Después de 1 h de agitación, se dejó en reposo hasta que la temperatura disminuyera y se 

formaran las fases biodiesel/glicerol, en la parte superior e inferior, respectivamente. 

 

VIII.2.- Obtención de las fuentes de glicerol 

 

Para la obtención de glicerol a partir del biodiesel producido en el laboratorio, de manera 

inicial se decantó el biodiesel de la reacción dejando solamente al glicerol (parte inferior 

del matraz). Este glicerol se procedió a ser reservado para la obtención de las fuentes de 

glicerol, las cuales consistieron en el glicerol crudo (Gc) y el glicerol parcialmente puro 

(Gp), siendo este purificado mediante un proceso de purificación ácido-base; como control 

en ensayos posteriores, se empleó glicerol comercial obtenido de una tienda de 

conveniencia 
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Para realizar la purificación se prepararon soluciones de 200 mL de KOH y H2SO4 [1 N] 

respectivamente, por cada 200 mL de glicerol obtenido. Posteriormente, Para llevar a cabo 

la purificación, se comenzó a calentar en una placa térmica de agitación magnética 

(Cimarec2/Thermolyne). El incremento de temperatura y agitación fue gradual. 

Simultáneamente, se determinó el pH de la solución y se llevó hasta un valor de 0-1, 

mediante la adición por goteo de H2SO4 (1 N). Este pH se fue mantenido durante un 

periodo mínimo de 10 min, seguido de esto la solución de KOH al [1 N] fue adicionada 

de forma lenta y constante, haciendo uso de la misma técnica de goteo mencionada 

anteriormente, esto se realizó hasta que la mezcla alcanzó un pH de entre 6.5-6.7.  Una 

vez la mezcla alcanzó ese pH y este se logró mantener estable, la mezcla se dejó reposar 

por un mínimo de 12 h con la intención de permitir la formación de fases, siendo la fase 

más densa la que corresponde al glicerol purificado. 

Una vez obtenidas las fuentes de glicerol se procedió a realizar una caracterización de 

densidad con el uso de un picnómetro, de manera inicial se preparó al picnómetro 

lavándolo con agua corriente y jabón, posteriormente éste se enjuagó con agua destilada 

y se dejó secan boca abajo dentro de un desecador para acelerar el proceso de secado. 

Luego de lo anterior se pesó al picnómetro vacío con el vástago y el termómetro puesto, 

el valor resultante se denominó como W1. Seguido de esto el picnómetro se llenó con agua 

destilada completamente teniendo cuidado de no generar burbujas y añadiendo al 

termómetro en un solo movimiento, finalmente se limpió el líquido derramado y se 

registró el valor resultante W2 y la temperatura marcada en el termómetro. Las 

determinaciones de densidad de ambas fuentes de glicerol se realizaron siguiendo la 

misma metodología anterior, es decir una limpieza y secado del instrumento previo a su 

uso con el líquido, seguido de la adición de la fuente de glicerol y su pesaje 

correspondiente, obteniendo los valores W3 del glicerol crudo y W4 del glicerol 

parcialmente puro. Una vez obtenidos los valores de interés se determinó el volumen real 

del picnómetro (Vp) mediante la siguiente fórmula: 
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𝑉𝑝 =
𝑊2 −𝑊1

𝑝
 

Figura 5 Fórmula para calcular el valor real del picnómetro (Vp), el símbolo p hace referencia a la 

densidad del líquido utilizado bajo las condiciones de temperatura que se realizó la medición 

 

Una vez se tiene el volumen real del picnómetro, se procede a obtener la densidad de los 

líquidos con los que se está trabajando, haciendo uso de la siguiente fórmula: 

𝑝 =
𝑊𝑥 −𝑊1

𝑉𝑝
 

Figura 6 Fórmula para calcular la densidad de los líquidos problema. Wx hace referencia al valor 

obtenido de un líquido problema en específico 

 

VIII.3.- Obtención del material microbiano 

 

Para la obtención del material microbiano, se tomó 1 mL del consorcio microbiano de 

microorganismos provenientes de la rizosfera “BactoRacineA” de la marca 

MYCOBIOSFERA® previamente diluido para obtener una concentración de 1x103 

células/mL y se inoculó en una placa de Agar Nutritivo por medio de la técnica de 

extensión en placa. Posteriormente la incubación fue realizada durante 48 h bajo 

condiciones de temperatura ambiente y de las colonias aisladas presentes en la placa, se 

realizaron varios pases hasta la obtención de cultivos axénicos. 

Una vez obtenidos los cultivos axénicos, se realizaron tinciones de Gram y únicamente se 

seleccionaron a aquellos cultivos que presentaron la morfología de bacillos Gram 

negativos. Seguido de esto, los aislados fueron cultivados en medio Levadura Manitol y 

posteriormente en un cuarto con baja iluminación se hizo uso de una lampara de luz UV 

de 254 nm, permitiendo con esto seleccionar aquellos cultivos que presentaron la 

fluorescencia verde característica del género Pseudomonas. 



 

20 
  

Después de haber seleccionado el cultivo que presentó fluorescencia (L1-BRA = 

Laboratorio 1 - BactoRacineA) este se cultivó en placas de Agar Nutritivo para 

posteriormente hacer uso de la institución externa del  Laboratorio de Servicios 

Genómicos UGA-Langebio Cinvestav-Irapuato para la identificación molecular de las 

mismas, permitiendo así llegar a la identificación de especie. 

Una vez obtenida la identificación molecular realizada por la institución, se realizaron 

algunas pruebas físicas y bioquímicas para sumar a la caracterización e identificación de 

esta, siendo estas el crecimiento del microorganismo bajo diferentes rangos de 

temperatura (Crecimiento a 4°C y 41°C), su actividad proteolítica (Licuefacción de 

gelatina microbiológica) y su actividad lipolítica (Emisión de fluorescencia a 300 nm en 

placas de Agar Rodamina B). 

 

VIII.4.- Crecimiento microbiano en presencia de glicerol y diferentes fuentes de 

carbono 

 

Para la evaluación del crecimiento microbiano en presencia de glicerol crudo / sin 

purificar (Gc) y parcialmente puro (50-70%) (Pp), así como de las diferentes fuentes de 

carbono antes mencionadas, se hizo uso de una metodología similar a la presentada por 

Hernández-Forte y Nápoles-García (2018), en donde se prepararon precultivos líquidos 

del microorganismo haciendo uso de medio líquido Extracto de Levadura-Manitol (medio 

LM) en matraces de 250 mL con 125 mL del medio. Estos fueron inoculados con L1-BRA 

por el método de inoculación por asada, luego de esto los matraces se mantuvieron bajo 

condiciones de agitación a 150 rpm durante un periodo de 24 h a una temperatura de 

28±1°C (Vincent, 1970). 

Una vez transcurridas las 24 h, se analizó la absorbancia del cultivo mediante su 

comparación con una curva de McFarland, de esta forma se verificó que el cultivo inicial 

fuera un cultivo joven y en fase de crecimiento.  

Posteriormente se hizo uso de 1 mL del medio inicial para la inoculación de matraces de 

250 mL, los cuales contendrán 150 mL de medio líquido LM, al cual se le adicionó de 
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manera individual a razón de 10 g/L (1.25 g) las siguientes fuentes de carbono: glicerol 

crudo / sin purificar (Sp), glicerol parcialmente puro (50-70%) (Pp), los controles (glicerol 

comercial = +, manitol = -) y las fuentes de carbono con las que se está comparando 

glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa dando un total ocho matraces. Los cultivos se 

mantuvieron  en condiciones de agitación a 150 rpm, durante 24 h a una temperatura de 

28±1°C. Mientras que la pureza de los cultivos bacterianos se comprobó mediante el uso 

de tinción de Gram y la producción de fluorescencia bajo luz negra (254 nm). 

El crecimiento de la cepa fue evaluado por un periodo de 24 h, realizando lecturas en 

intervalos de 2 h. Para esto la absorbancia de los cultivos fue media a una longitud de onda 

de 600 nm y posteriormente se calculó la velocidad específica de crecimiento μ (h-1) 

(Maier, 2008) y el tiempo de duplicación siguiendo los puntos dados por la fase 

logarítmica de los cultivos. 

 

VIII.5.- Obtención del material vegetal 

 

Las variedades de frijol que se seleccionaron para la realización de este proyecto fueron 

la variedad de frijol pinto y la variedad de frijol negro, las semillas de ambas variedades 

fueron adquiridas en un distrito comercial de conveniencia, ningún tratamiento adicional 

posterior a la adquisición de estas les fue aplicado (uso de antifúngicos y fitosanitarios), 

esto con la intención de asemejar las condiciones de su uso en el campo.  

 

VIII.6.- Preparación del sustrato 

 

El sustrato se preparó de forma manual a partir de un producto comercial orgánico de la 

marca Ekologi® correspondiente a tierra para plantas y huertos, esto para facilitar su uso 

en la etapa de aplicación de tratamientos sobre las variedades de frijol (véase más 

adelante). 
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VIII.7.- Pruebas de vigor por flotación 

 

Para realizar la prueba de vigor por flotación, se seleccionó una muestra de 100 semillas 

de forma azarosa y se colocaron en un contenedor de plástico de 1 L con 500 mL de agua 

por un periodo de 24 h, una vez transcurrido este tiempo, las semillas vanas flotarán y 

aquellas viables precipitarán al fondo del contenedor. Esta prueba fue realizada por 

triplicado para ambas variedades. 

 

VIII.8.- Pruebas de germinación 

 

Para la realizar las pruebas de germinación, se hizo uso de una plantilla cuadriculada de 

10 x 10 en la que cada uno de sus cuadros correspondió a un área de 1 cm2 , sobre esta 

plantilla las semillas fueron organizadas haciendo uso de un pegamento en barra, se colocó 

un frijol por cada cuadro, hasta obtener un total de 100 semillas por plantilla.  

Posteriormente la plantilla fue recubierta con papel absorbente (servitoallas) y 

humedecida con agua corriente para crear un ambiente de humedad, luego de esto la 

plantilla fue recubierta con papel emplayante para facilitar la retención de la humedad y 

las condiciones de temperatura. 

Cada repetición de la prueba de germinación fue revisada cada 48 h para corroborar la 

humedad de esta, en caso de que a esta le falte humedad (criterio cualitativo visual) se 

repuso la humedad haciendo uso de agua de corriente. El porcentaje de germinación fue 

registrado seis días después del inicio de la prueba, teniendo que el lote de semillas fue 

considerado como aceptable si el porcentaje de germinación era superior al 90% (criterio 

del investigador). Todo lo anterior fue realizado por triplicado y para ambas variedades 

de frijol.  
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VIII.9.- Pruebas de vigor por tetrazolio 

 

Para realizar las pruebas de vigor por tetrazolio, se prepararon 300 mL de una solución de 

sal de tetrazolio al 1% la cual fue utilizada para sumergir en su totalidad 300 semillas de 

cada variedad de frijol. Para poder realizar lo anterior, previamente se seleccionaron 300 

semillas de cada variedad de frijol de forma aleatoria, estas a su vez fueron separadas en 

tres grupos experimentales, de los cuales cada grupo contenía dos contenedores de plástico 

de 1 L con 100 semillas de una variedad (una variedad por contenedor). Posteriormente 

en ensayos independientes las semillas fueron sumergidas en 50 mL de la solución al 1% 

de sal de tetrazolio de tal manera que estas fueron cubiertas en su totalidad. Cada ensayo 

independiente se dejó reposar por un periodo de 24 h y una vez  transcurrido este tiempo, 

se procedió a realizar una disección a lo largo de la zona radicular de la semilla para 

comenzar con la evaluación del teñido del embrión. 

El criterio de evaluación establecido para la prueba fue el siguiente: se consideró como 

semilla vigorosa y viable (VV) a aquella semilla en la cual el embrión y gran parte de la 

semilla se tiñera de un color rojo oscuro; semilla no vigorosa viable (NVV) a aquella 

semilla en la cual el embrión y algunas partes de la semilla se tiño de un color rosa; y 

semilla no vigorosa no viable (NVNV) a aquella semilla en la cual tanto el embrión como 

la semilla no presentara coloración alguna.  

 

VIII.10.- Etapa de aplicación de tratamiento sobre variedades de frijol 

 

Para la realización de la etapa de aplicación de tratamiento sobre variedades de frijol se 

hizo uso de almácigos comerciales con una capacidad de 200 semillas (10 de ancho x 20 

de largo) y 15 g de sustrato por pocillo, en cada uno de los almácigos se aplicó una 

repetición de los cinco tratamientos para ambas variedades de frijol (20 semillas por 

tratamiento x variedad), los tratamientos están representados en la Tabla 1: 
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Tabla 1 Desglose de los tratamientos aplicados sobre las variedades de frijol (Frijol Negro y Frijol Pinto) 

Tratamiento: Descripción del tratamiento: 

C - Solo hace uso de sustrato. 

C + Sustrato adicionado con fertilizante. 

T1 Sustrato adicionado con 100 μL de P. plecoglossicida por pocillo        

T2 
Sustrato adicionado con glicerol crudo (2.5% p/v) y100 μLde           

P. plecoglossicida por pocillo  

T3 Sustrato adicionado con glicerol crudo (2.5% p/v). 

 

Una vez finalizada esta etapa de los 600 g de sustrato por tratamiento se realizó un 

muestreo, tratando de recuperar al menos 500 g de cada uno de los tratamientos  para 

poder realizar los análisis de macro y micronutrientes correspondientes.  

 

VIII.11.- Determinación de las características morfométricas de las plántulas de 

frijol 

 

Para la determinación de las características morfométricas de ambas variedades de frijol, 

se registró el número de raíces presentes en cada plántula, así como también con ayuda de 

un Vernier manual se midió el tamaño de las hojas (largo y ancho) y la longitud del tallo. 

 

VIII.X12.- Evaluación del aprovechamiento de  nutrientes 

 

Para realización de la evaluación de la asimilación tanto de fósforo como de otros macros 

y micronutrientes, se realizó un análisis mediante el método de Mehlich 3 (Mehlich, 1984) 

con la intención de inferir el rol del microorganismo y el glicerol sobre la adquisición de 

estos por parte de las plántulas de frijol, contrastando estos resultados con las 
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características morfométricas de interés previamente registradas. Este análisis fue 

realizado por Laboratorios A-L de México, S. A. de C. V. 
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IX.- RESULTADOS 

 

IX.1.- Obtención del biodiesel 

 

Se realizaron en total de 17 reacciones de transesterificación de las cuales se puede ver 

una ejemplificación en la Figura 7, estas permitieron obtener un total de 1,735 mL de 

biodiesel y 855 mL (49.28%) de glicerol crudo, siendo en promedio producidos 50.3 mL 

de glicerol por reacción.  

 

Figura 7 Reacciones de transesterificación. En la imagen se pueden observar tres reacciones de 

transesterificación siendo llevadas a cabo en una placa múltiple de calentamiento y agitación 

 

IX.2.- Obtención de las fuentes de glicerol 

 

Del glicerol obtenido se destinó a la mitad como la fuente de glicerol crudo (Gc) (427.5 

mL esto se puede ver representado en la Figura 8 A. Por otro parte la otra mitad de glicerol 

fue purificada haciendo uso de una metodología basado en el cambio de pH (purificación 

ácido-base) la cual permitió recuperar un aproximado de 350 mL (81.85%) de glicerol 

parcialmente puro (Gp) representado en la Figura 8 B. Los análisis realizados sobre 
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densidad haciendo uso de un picnómetro indicaron una densidad de 0.9377 g/mL para el 

glicerol crudo y de 1.1271 g/mL para el glicerol parcialmente puro. 

 

 

Figura 8 Obtención del glicerol. A) Probeta de 1L con la recolección de la mitad del glicerol crudo en la 

parte inferior. B) Vaso de precipitado de 1L con la recolección del glicerol parcialmente puro en la parte 

inferior 

 

IX.3.- Obtención del material microbiano 

 

P. plecoglossicida (L1-BRA) fue aislada de un consorcio microbiano comercial de 

nombre BactoRacineA de la marca MYCOBIOSFERA®, esta fue seleccionada del 

consorcio mediante el uso de tinciones de Gram, las cuales arrojaron una morfología 

microscópica de bacillo Gram negativo como se muestra en la Figura 9, así como una 

morfología colonial macroscópica en Agar Nutritivo con una superficie reluciente, una 

elevación convexa de bordes completos y colonias aisladas enteras, en una tonalidad 

beige, tal y como se muestra en la Figura 10; la fluorescencia del cultivo del 

microorganismo en medio Levadura Manitol bajo luz UV con una longitud de onda de 

254 nm fue utilizada como indicador del género Pseudomonas, dicha fluorescencia se 

puede observar en la Figura 11.  
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Figura 9 Morfología microscópica observada de una tinción de Gram realizada al aislado de interés L1-

BRA. En la micrografía se pueden observar bacilos Gram negativos 

 

 

 

Figura 10 Morfología macroscópica colonial del aislado de interés L1-BRA en Agar Nutritivo. Se puede 

observar una morfología colonial con superficie reluciente, una elevación convexa de bordes completos y 

colonias aisladas enteras en una tonalidad beige 
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Figura 11 Fluorescencia verde emitida bajo una onda de luz UV a 254 nm por el aislado de interés L1-

BRA cultivado en medio líquido Levadura Manitol 

 

Para la determinación de especie se realizó una identificación molecular del 

microorganismo por parte de la institución externa del Laboratorio de Servicios 

Genómicos UGA-Langebio Cinvestav-Irapuato. Haciendo uso del marcador ribosomal 

16S se encontró un porcentaje de identidad del 99.86% para P. plecoglossicida, los 

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2. Posteriormente se realizó un análisis 

bioinformático con la herramienta BLASTn, sobre las secuencia FASTA proporcionada 

por la institución, logrando encontrar que de las primeras 20 secuencias arrojadas por la 

herramienta, nueve de ellas corresponden a P. plecoglossicida, siendo este 

microorganismo quien más se repite con una identidad ≥99.80%e, este análisis se puede 

observar en la Figura 12. 

 

Tabla 2 Identificación del aislado de interés L1-BRA mediante el análisis del RNAr 16S 

Nombre de la 

cepa: 

Descripción de la 

especia: 

Porcentaje de 

cobertura: 

Porcentaje de 

identidad: 
Longitud: 

L1-BRA P.  plecoglossicida 99% 99.86% 1478pb 
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Figura 12 Emparejamiento de la secuencia FASTA proporcionada por el Laboratorio de Servicios 

Genómicos UGA-Langbio, Cinvestav-Irapuato (RNAr 16S) realizado al aislado de interés con BLASTn  

Las secuencias correspondientes con la identidad están marcadas en amarillo 

 

Una vez obtenidos los resultados del análisis molecular, se decidió complementar la 

identificación del microorganismo con pruebas físicas y bioquímicas relevantes, siendo 

estas su actividad lipolítica y proteolítica, las cuales tal fueron negativas tal y como se 

observa en la comparación realizada con P. aeruginosa en las Figuras 13 y 14, 

respectivamente.  
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Figura 13 Presencia de actividad lipolítica en placas de Agar Rodamina B, dado por una fluorescencia 

anaranjada bajo una longitud de onda de 300 nm. A) Actividad lipolítica positiva en P. aeruginosa; B) 

Actividad lipolítica negativa en el aislado de interés P. plecoglossicida L1-BRA 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 Presencia de actividad proteolítica en tubos de gelatina microbiológica, dada por la licuefacción 

de la gelatina. A) Actividad proteolítica positiva en P. aeruginosa; B) Actividad proteolítica negativa en el 

aislado de interés P. plecoglossicida L1-BRA 
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XI.4.- Crecimiento microbiano en presencia de las diferentes fuentes de  glicerol 

 

P. plecoglossicida L1-BRA fue sometida a su crecimiento bajo tres diferentes fuentes de 

glicerol como fuente de carbono, siendo el glicerol comercial, glicerol parcialmente puro 

y el glicerol crudo, mientras que el manitol fue utilizado como fuente de carbono control. 

En la figura 15 se puede observar un crecimiento muy similar entre manitol, glicerol 

comercial y glicerol parcialmente puro como se demuestra por los valores de tiempo de 

duplicación (Td) y velocidad de crecimiento, esto es que estas fuentes de carbono 

resultaron equivalentes para el crecimiento de este microorganismo. Sin embargo, en el 

caso del glicerol crudo se puede observar como la tasa de crecimiento es mayor en el 

mismo periodo de tiempo con un menor tiempo de duplicación. 

 

 

Figura 15 Cinéticas de crecimiento realizadas a P. plecoglossicida L1-BRA con diferentes fuentes de 

glicerol como fuente de carbono y manitol como grupo control de fuente de carbono. N=39 
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De acuerdo con los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento se decidió realizar un ANOVA, buscando encontrar la existencia 

de diferencia entre los tratamientos evaluados, encontrando los siguientes resultados: 

Se determinó que existe una diferencia altamente significativa entre los diferentes tratamientos (p<=0.05) (Tabla 3). 

Tabla 3 ANOVA realizado a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diferentes fuentes de glicerol 

 

Para la determinación de en donde se encontraba esta diferencia significativa entre las fuentes de carbono, se realizó la prueba Post-Hoc 

de Tukey, encontrando los siguientes resultados:  

En el estadístico se puede observar que el caso del glicerol crudo como fuente de carbono este casi siempre presentó una diferencia 

significativa mayor en comparación de los demás tratamientos en todas las horas, exceptuando a la hora 10 con el tratamiento de manitol 

(subrayada en color amarillo) (Tabla 4). 

 

 

 Suma de cuadrados gl Media cuadrática F Significancia 

Entre grupos 0.444 3 0.140 10.639 0.000 

Dentro de grupos 2.116 152 0.014   

Total 2.560 155    



 

34 
  

Tabla 4 Prueba de Tukey realizada a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diferentes fuentes de glicerol 

En donde el superíndice (Ej. a) hace referencia a una diferencia intragrupal para los promedios de absorbancia a una hora especifica dado 

un determinado tratamiento. P = 0.05. 

 

Dado lo anterior se realizó un ensayo de correlación de Pearson, buscando demostrar estadísticamente que en efecto existe una 

correlación entre el aumento de la absorbancia dada por cada tratamiento en el incremento del tiempo. 

Como se observa en la tabla, en todos los tratamientos se presenta un alto índice de correlación, lo cual indica que la absorbancia se ve 

en incremento conforme aumenta el tiempo en todos los tratamientos, siendo el glicerol crudo quien presenta el mayor índice correlación, 

corroborando los resultados obtenidos previamente en la cinética de crecimiento (Tabla 5). 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Glicerol 

comercial 
0.001a 0.058a 0.040b 0.033a 0.068b 0.127b 0.175b 0.230b 0.295b 0.293b 0.324b 0.299b 0.299b 

Glicerol 

parcialmente 

puro 

0.110b 0.015a 0.022a 0.024a 0.036a 0.059a 0.077a 0.113a 0.147a 0.180a 0.163a 0.131a 0.165a 

Manitol 0.003ab 0.008a 0.026a 0.056b 0.119c 0.192d 0.207c 0.233b 0.270b 0.229a 0.286b 0.299b 0.291b 

Glicerol crudo 0.058c 0.064b 0.081c 0.105c 0.130c 0.169c 0.210c 0.265b 0.293b 0.325c 0.425c 0.470c 0.510c 
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Tabla 5 Prueba de correlación de Pearson realizada a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diferentes fuentes de 

glicerol 

Los límites de correlación de Pearson son de 0.1 a 0.3 baja; de 0.4 a 0.6 promedio; de 0.7 a 0.9 alta y 1.0 perfecta. P = 0.01. Todos los 

tratamientos compartieron una N = 39. 

 

 

Tratamientos 

  Glicerol comercial 

Glicerol parcialmente 

puro Manitol Glicerol crudo 

Tiempo (h) 

Coeficiente de Pearson 0.957** 0.897** 0.951** 0.979** 

Significancia 0.000 0.000 0.000 0.000 
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IX.5.- Crecimiento microbiano en presencia de diferentes fuentes de carbono 

 

P.  plecoglossicida L1-BRA fue sometida a su crecimiento bajo cinco diferentes fuentes 

de carbono, siendo estas glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa, tomando a consideración 

los resultados previamente obtenidos con el manitol como fuente de carbono control y el 

glicerol crudo como fuente de carbono a comparar con las demás dados los resultados de 

la cinética anterior. En la figura 15 gráfico se puede observar un crecimiento muy similar 

entre las cuatro diferentes fuentes de carbono, esto en cuanto a absorbancia/tiempo se 

refiere, lo cual se traduce en una taza de crecimiento similar en el mismo periodo de 

tiempo. Los valores dados para velocidad específica de crecimiento y tiempos de 

duplicación son muy similares entre la glucosa, la maltosa, la sacarosa y el manitol, lo 

cual indica que el reactivo limitante utilizado en estas cinéticas (las fuentes de carbono) 

son equivalentes para el crecimiento de este microorganismo. Mientras que, en el caso de 

la lactosa y el glicerol crudo, estos muestran una velocidad de crecimiento ligeramente 

menor y un mayor tiempo de duplicación, así como una mayor velocidad de crecimiento 

y menor tiempo de duplicación, respectivamente.  

 

 

Figura 16 Cinéticas de crecimiento realizadas a P.  plecoglossicida L1-BRA con diversas fuentes de 

carbono, manitol como fuente de carbono control y glicerol crudo como tratamiento. N=39
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De acuerdo con los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento se decidió realizar un ANOVA, buscando encontrar la existencia 

de una diferencia entre las fuentes de carbono utilizadas, el control y el tratamiento evaluado, encontrando los siguientes resultados. 

Se determinó que existe una diferencia altamente significativa entre los diferentes tratamientos (p<=0.05) (Tabla 6) 

Tabla 6 ANOVA realizado a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diversas fuentes de carbono 

 

Para la determinación de en donde se encontraba esta diferencia significativa entre las fuentes de carbono, se realizó la prueba Post-Hoc 

de Tukey, encontrando los siguientes resultados. 

En este estadístico se puede observar que, en el caso del tratamiento de glicerol crudo utilizado como fuente de carbono, este casi siempre 

presentó una diferencia significativa mayor en comparación de los demás, exceptuando a las horas 8, 10, 12, 14, 16 y 18 (subrayadas en 

color amarillo) en las cuales no presenta diferencia significativa con una o más fuentes de carbono, siendo estas sacarosa y maltosa, así 

como la fuente de carbono control de manitol. 

 

 

 Suma de cuadrados gl Media cuadrática F Significancia 

Entre grupos 0.007 5 0.001 160.813 0.000 

Dentro de grupos 0.000 12 0.000   

Total 0.008 17    
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Tabla 7 Prueba de Tukey realizada a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diversas fuentes de carbono 

En donde el superíndice (Ej. a) hace referencia a una diferencia intragrupal para los promedios de absorbancia a una hora especifica dado 

un determinado tratamiento. P = 0.05. 

 

Dado lo anterior se realizó un ensayo de correlación de Pearson, buscando demostrar estadísticamente que en efecto existe una 

correlación entre el aumento de la absorbancia dada por cada fuente de carbono, la fuente de carbono control y el tratamiento en el 

incremento del tiempo. 

Como se puede observar en la tabla se presenta un alto índice de correlación dado por las fuentes de carbono utilizadas, la fuente de 

carbono control y el tratamiento, lo cual indica que la absorbancia se ve en incremento conforme aumenta el tiempo en todos los casos, 

siendo el tratamiento de glicerol crudo quien presenta el segundo mayor índice correlación, corroborando los resultados obtenidos 

previamente en la cinética de crecimiento. 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Manitol 0.003a 0.008a 0.026b 0.056b 0.119c 0.192d 0.210b 0.233b 0.270bc 0.229ab 0.286ab 0.299ab 0.291ab 

Glucosa 0.003a 0.005a 0.007a 0.020a 0.033a 0.047a 0.103a 0.152a 0.201ab 0.226ab 0.240ª 0.250a 0.269a 

Sacarosa 0.004a 0.008a 0.030b 0.046ab 0.067b 0.156cd 0.227b 0.295c 0.301c 0.315bc 0.332b 0.323b 0.366b 

Maltosa 0.005a 0.019b 0.031b 0.067b 0.078b 0.144c 0.227b 0.266bc 0.270bc 0.255abc 0.260ª 0.284ab 0.305ab 

Lactosa 0.003a 0.008a 0.023ab 0.060b 0.066b 0.090b 0.127a 0.157a 0.187a 0.207a 0.228ª 0.240a 0.252a 

Glicerol crudo 0.058b 0.064c 0.081c 0.105c 0.130c 0.169cd 0.207b 0.265bc 0.293c 0.325c 0.425c 0.470c 0.510c 
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Tabla 8 Prueba de correlación de Pearson realizada a los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano en presencia de las diversas fuentes de 

carbono 

Tratamientos   

  Manitol Glucosa Sacarosa Maltosa Lactosa 
Glicerol 

crudo 

Tiempo (h) 

Coeficiente de 

Pearson 
0.951** 0.956** 0.944** 0.954** 0.990** 0.979** 

Significancia 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

Los límites de correlación de Pearson son de 0.1 a 0.3 baja; de 0.4 a 0.6 promedio; de 0.7 a 0.9 alta y 1.0 perfecta. P = 0.01. Todos los 

tratamientos compartieron una N = 39. 
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IX.6.- Obtención del material vegetal 

 

La prueba de vigor por flotación indicó un promedio de viabilidad de 100  para la variedad 

de frijol negro y 100 para la variedad de frijol pinto. Mientras que los ensayos de 

germinación encontraron un porcentaje de germinación de 97.67±1.53 y 90.33±3.06 

respectivamente. En el caso de los ensayos de vigor por tetrazolio cuyos resultados se 

muestran en la Tabla 9, la suma de los porcentajes tanto de semillas vigorosas viables 

como de las semillas no vigorosas viables, indican un porcentaje de vigor por tetrazolio 

del 70±7% en la variedad de frijoles negro y del 67%±7.94 en la variedad de frijoles pinto. 

Tomando a consideración todo lo anterior, se puede decir que los lotes de semilla 

utilizados para la obtención de las variedades de frijol negro y frijol pinto presentan un 

porcentaje de viabilidad del 89.23±16.69 y 85.78±16.96 respectivamente. 

 

Tabla 9 Resultados obtenidos de la prueba de vigor por tetrazolio realizada a los lotes de semilla de Frijol 

Negro y Frijol Pinto.  

VV: Vigorosa y Viable, NVV: No Vigorosa y Viable, NVNV: No Vigorosa y No Viable 

 

 

 

 

 

 

 

 Frijoles Negros: Frijoles Pintos: 

 VV: NVV: NVNV: VV: NVV: NVNV: 

# de semillas: 143 67 90 123 78 99 

Porcentaje: 47.67±6.43 22.33±0.58 30±70 41±11.27 26±5.29 33±13.75 
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IX.7.- Determinación de las características morfométricas de las plántulas de frijol 

 

El promedio de los resultados de las características morfométricas evaluadas de las 

plántulas provenientes de los ensayos realizados con distintos tratamientos se encuentra 

representado en las Figuras 17 a 20.  

 

Figura 17 Promedio de la longitud del tallo para los diferentes tratamientos. Barras grises: Var. Negro, 

Barras beige: Var. Pinto. El superíndice indica diferencia entre las medias por Tukey-Kramer con un alfa 

de 0.05 

En base a los resultados obtenidos de la longitud del tallo en ambas variedades de frijol, 

se decidió realizar un ANOVA para cada variedad, buscando encontrar la existencia de 

una diferencia entre los tratamientos utilizados y los controles, encontrando los siguientes 

resultados. 

 

Tabla 10 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para la longitud del tallo en la variedad de frijol 

negro en los grupos control y los tratamientos 
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Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 637 159.43 3.39 0.000 

Dentro de 

grupos 
148 6010.07 40.61   

Total 152 6647.48    
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Tabla 11 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para la longitud del tallo en la variedad de frijol 

pinto en los grupos control y los tratamientos 

 

Encontrando que la diferencia significativa fue menor a 0.05 con una F de 3.39 para la 

variedad de frijol negro y de 6.03 en la variedad de frijol pinto, indicando la existencia de 

diferencias estadísticamente significativas en los controles y los tratamientos. Siendo que 

de acuerdo con la prueba realizada con Tukey-Kramer con un alfa de 0.05, el uso de 

sustrato adicionado con microorganismo y glicerol (T2) presenta diferencia significativa 

en la longitud del tallo, con respecto a los grupos control (C-) sustrato y (C+) sustrato 

adicionado con fertilizante, así como el tratamiento (T1) sustrato adicionado con 

microorganismo, exceptuando el tratamiento (T3) sustrato adicionado con glicerol, con 

quien no presenta diferencias significativas. 

 

Figura 18 Promedio del número de raíces para los diferentes tratamientos. Barras grises: Var. Negro, 

Barras beige: Var. Pinto. Diferencia entre las medias obtenidas por Tukey-Kramer con un alfa de 0.05 

En base a los resultados obtenidos del número de raíces ambas variedades de frijol, se 

decidió realizar un ANOVA para cada variedad, buscando encontrar la existencia de una 

A

a B
ab

BC abc

AD
d

AD

d

0

10

20

30

40

50

60

70

C- C- C+ C+ T1 T1 T2 T2 T3 T3

N
ú
m

er
o

 d
e 

ra
íc

es

Tratamientos

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 1040.12 260.03 6.03 0.000 

Dentro de 
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120 5174.94 43.12   

Total 124 6215.06    
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diferencia entre los tratamientos utilizados y los controles, encontrando los siguientes 

resultados. 

Tabla 12 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el número de raíces en la variedad de frijol 

negro en los grupos control y los tratamientos 

 

Tabla 13 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el número de raíces en la variedad de frijol 

pinto en los grupos control y los tratamientos 

 

Encontrando que la diferencia significativa fue menor a 0.05 con una F de 8.23 para la 

variedad de frijol negro y de 16.15 en la variedad de frijol pinto, indicando la existencia 

de diferencias estadísticamente significativas en los controles y los tratamientos. Siendo 

que de acuerdo con la prueba realizada con Tukey-Kramer con un alfa de 0.05, el uso del 

sustrato adicionado con microorganismo y glicerol (T2) en frijol pinto, presenta 

diferencias significativas para los grupos control (C-) sustrato y (C+) sustrato adicionado 

con fertilizante y el tratamiento (T1) sustrato adicionado con microorganismo, 

exceptuando el tratamiento (T3) sustrato adicionado con glicerol, con quien no presenta 

diferencias significativas. Mientras que en el caso del uso de sustrato adicionado con 

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 4833.59 1208.40 8.23 0.000 

Dentro de 

grupos 
148 21731.25 146.83   

Total 152 26564.84    

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 11153.12 2788.28 16.15 0.000 

Dentro de 

grupos 
120 20719.63 172.66   

Total 124 31872.75    
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microorganismo y glicerol (T2) en frijol negro, presenta diferencia significativa para el 

grupo control (C+) sustrato adicionado con fertilizante y el tratamiento (T1), exceptuando 

a el grupo control (C-) sustrato y al tratamiento (T3) sustrato adicionado con glicerol, con 

quienes no presenta diferencias significativas. 

 

 

Figura 19 Promedio de la longitud de las hojas para los diferentes tratamientos. Barras grises: Var. Negro, 

Barras beige: Var. Pinto. Diferencia entre las medias obtenidas por Tukey-Kramer con un alfa de 0.05 

 

En base a los resultados obtenidos del largo de las hojas en ambas variedades de frijol, se 

decidió realizar un ANOVA para cada variedad, buscando encontrar la existencia de una 

diferencia entre los tratamientos utilizados y los controles, encontrando los siguientes 

resultados. 
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Tabla 14 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el largo de las hojas en la variedad de frijol 

negro en los grupos control y los tratamientos 

 

Tabla 15 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el largo de las hojas en la variedad de frijol 

pinto en los grupos control y los tratamientos 

 

Encontrando que la diferencia significativa fue menor a 0.05 con una F de 6.50 para la 

variedad de frijol negro y de 20.38 en la variedad de frijol pinto, indicando la existencia 

de diferencias estadísticamente significativas en los controles y los tratamientos. Siendo 

que de acuerdo con la prueba realizada con Tukey-Kramer con un alfa de 0.05, el uso de 

sustrato adicionado con microorganismo y glicerol (T2) en frijol pinto presenta diferencia 

significativa para los grupos control (C-) sustrato y (C+) sustrato adicionado con 

fertilizante y el tratamiento (T1) sustrato adicionado con microorganismo, exceptuando a 

al tratamiento (T3) sustrato adicionado con glicerol, con quien no presenta diferencia 

significativa. Mientras que en el caso del uso de sustrato adicionado con microorganismo 

y glicerol (T2) en frijol negro, únicamente se presenta diferencia significativa para el 

grupo control (C-) sustrato. 
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gl 

Media 
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F Significancia 

Entre 

grupos 
4 32.81 8.20 6.50 0.000 

Dentro de 

grupos 
148 186.79 1.26   

Total 152 219.60    

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 57.59 14.40 20.38 0.000 

Dentro de 

grupos 
120 84.79 0.71   

Total 124 142,37    
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Figura 20 Promedio del ancho de las hojas para los diferentes tratamientos. Barras grises: Var. Negro, 

Barras beige: Var. Pinto. Diferencia entre las medias obtenidas por Tukey-Kramer con un alfa de 0.05 

 

En base a los resultados obtenidos del ancho de las hojas en ambas variedades de frijol, se 

decidió realizar un ANOVA para cada variedad, buscando encontrar la existencia de una 

diferencia entre los tratamientos utilizados y los controles, encontrando los siguientes 

resultados. 

Tabla 16 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el ancho de las hojas en la variedad de frijol 

negro en los grupos control y los tratamientos 

 

 

A

a

AB

ab ABC
bc

D d D
d

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

C- C- C+ C+ T1 T1 T2 T2 T3 T3

A
n
ch

o
 d

e 
la

s 
h
o

ja
s 

(c
m

)

Tratamientos

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 
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4 31.05 7.76 8.18 0.000 

Dentro de 

grupos 
148 140.52 0.95   

Total 152 171.57    
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Tabla 17 ANOVA realizado a los resultados obtenidos para el ancho de las hojas en la variedad de frijol 

pinto en los grupos control y los tratamientos 

 

Encontrando que la diferencia significativa fue menor a 0.05 con una F de 8.18 para la 

variedad de frijol negra y de 20.34 en la variedad de frijol pinto, indicando la existencia 

de diferencias estadísticamente significativas en los controles y los tratamientos. Siendo 

que de acuerdo con la prueba realizada con Tukey-Kramer con un alfa de 0.05, el uso de 

sustrato adicionado con microorganismo y glicerol (T2) presenta diferencia significativa 

para los grupos control (C-) sustrato y (C+) sustrato adicionado con fertilizante y el 

tratamiento (T1) sustrato adicionado con microorganismo, exceptuando el tratamiento 

(T3) sustrato adicionado con glicerol, con quien no presenta diferencias significativas, 

esto en ambas variedades. 

 

IX.8.- Evaluación del aprovechamiento de nutrientes: 

 

Los resultados de la evaluación del aprovechamiento de nutrientes realizada por la técnica 

de Mehlich 3 por Laboratorios A-L de México, S. A. de C. V, para el suelo proveniente 

de la aplicación de los distintos tratamientos sobre las variedades de frijol se encuentran 

representados en las Tablas 18 a la 20. Recordando: C- (solo hace uso de sustrato), C+ 

(sustrato adicionado con fertilizante), T1 (sustrato adicionado con 100 μL del 

microorganismo por pocillo), T2 (sustrato adicionado con glicerol crudo (2.5% p/v) y    

100 μL del microorganismo por pocillo) y T3 (sustrato adicionado con glicerol crudo 

(2.5% p/v)). 

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Significancia 

Entre 

grupos 
4 42.17 10.54 20.34 0.000 

Dentro de 

grupos 
120 62.18 0.52   

Total 124 104.35    
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Tabla 18 Contenido de nutrientes en el suelo en los diferentes tratamientos aplicados 

 Tratamientos (ppm) 

Nutrientes C- C+ T1 T2 T3 

Fósforo (P) 12 70 15 11 11 

Potasio (K) 322 917 406 545 515 

Calcio (Ca) 1211 4980 1165 1479 1134 

Magnesio (Mg) 132 261 132 128 116 

Azufre (S - SO4) 40 258 46 183 183 

Boro (B) 0.2 0.6 0.2 0.3 0.3 

Cobre (Cu) 1.4 1.4 1.5 1.2 1.2 

Hierro (Fe) 69 73 80 56 52 

Manganeso (Mn) 3 20 4 9 8 

Zinc (Zn) 1.4 7.5 1.6 2.3 2 

Sodio (Na) 84 385 88 257 267 

C- (Sustrato), C+ (Sustrato adicionado con fertilizante), T1 (Tratamiento con microorganismo), T2 

(Tratamiento con microorganismo y glicerol), T3 (Tratamiento con glicerol). 

Tabla 19 Características del suelo en los diferentes tratamientos aplicados 

Tratamiento CIC (meq/100g) pH Materia orgánica (%) 

C- 8.8 6.6 3.4 

C+ 31.1 7.5 3.8 

T1 8.8 6.6 3.4 

T2 11.9 6.5 3.8 

T3 9.8 6.5 3.8 

CIC: Capacidad de Intercambio Catiónico 

Tabla 20 Porcentaje de saturación catiónica en el suelo en los diferentes tratamientos aplicados 

 Tratamientos   Tratamientos 

%Saturación 

catiónica 
C- C+ T1 T2 T3  Meq C- C+ T1 T2 T3 

K 9.4 7.6 11.8 11.7 13.5  K 0.8 2.4 1.0 1.4 1.3 

Ca 68.8 80.1 66.2 62.1 57.9  Ca 6.1 24.9 5.8 7.4 5.7 

Mg 12.5 7 12.5 9 9.9  Ng 1.1 2.2 1.1 1.1 1.0 

H 5.7 0 5.7 7.6 7.1  H 0.5 0.0 0.5 0.9 0.7 

Na 4.2 5.4 4.3 9.4 11.8  Na 0.4 1.7 0.4 1.1 1.2 

  

 Tratamientos 

 C- C+ T1 T2 T3 

Relación 

K/Mg 
0.75 1.08 0.94 1.31 1.36 

Relación 

Ca/Mg 
5.50 11.44 5.30 6.90 5.85 

C- (Sustrato), C+ (Sustrato adicionado con fertilizante), T1 (Tratamiento con microorganismo), T2 

(Tratamiento con microorganismo y glicerol), T3 (Tratamiento con glicerol). 
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X.- DISCUSIÓN 

 

X.1.- Obtención de biodiesel y glicerol 

 

El biodiesel fue obtenido a partir de una metodología previamente estandarizada la cual 

puede ser aplicada tanto en aceites crudos como en aceites residuales, permitiendo con 

esta la neutralización de los ácidos grasos libres sin ser necesario el uso de un método 

previo de esterificación (Ortiz et al, 2016).  

La estequiometría de la reacción de transesterificación requiere de tres moles de 

metanol/metóxido y un mol de triglicéridos/aceite para la producción de tres moles de 

biodiesel y un mol de glicerol (Nasir et al, 2017). Se sabe que la tasa de conversión 

alcanzada en el proceso de transesterificación se basa en el tipo de catalizador utilizado, 

la relación alcohol : aceite, la temperatura, el tiempo que dura la reacción y la pureza de 

los reactivos (Barros et al., 2008; Colombo et al., 2017; Colombo et al., 2019). 

 Por lo cual para la obtención de una cantidad mayor de glicerol que de biodiesel, el uso 

de una reacción de transesterificación optimizada mediante el ajuste de la cantidad del 

metóxido utilizado como catalizador permitió un rendimiento aproximado del 49.28%. 

De forma convencional el glicerol obtenido como subproducto del biodiesel en una 

reacción bien estandarizada posee un rendimiento ≤ 10%, lo cual se traduce en que 

teóricamente por cada 100 L de aceite utilizado para llevar a cabo la reacción se obtienen 

aproximadamente 10 L de glicerol residual (Morales et al, 2010). Sin embargo, en este 

trabajo fue posible la obtención de un mayor porcentaje de glicerol al hacer uso de una 

reacción de transesterificación optimizada mediante el ajuste de la cantidad del metóxido 

utilizado como catalizador, logrando un rendimiento aproximado del 49.28%. 

En el caso del proceso de purificación de glicerol, la purificación basada en el cambio de 

pH complementada con procesos físicos sobresale sobre otras al ser una opción tanto 

económicamente viable como efectiva, siendo posible optimizarla para la obtención de 

altos rendimientos de glicerol puro (Morgado León, 2018).  
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La purificación realizada permitió obtener un porcentaje de recuperación del 81.85%, 

tomando a consideración que normalmente la pureza del glicerol residual proveniente de 

la producción de biodiesel se encuentra alrededor de entre el 50 al 55% de pureza (Bagnato 

et al, 2017). El análisis de densidad realizado sobre las fuentes de glicerol utilizadas arrojó 

valores de 0.9377 g/mL para el glicerol crudo y 1.1271 g/mL para el glicerol parcialmente 

puro, si se comparan estos valores de densidad con el valor de densidad atribuido al 

glicerol puro el cual es 1.2650 g/mL de acuerdo con su ficha técnica, la pureza de las 

fuentes de glicerol obtenidas debería de encontrarse cercana a 74.13% para el glicerol 

crudo y 89.10% para el glicerol parcialmente puro.  

Domingos y colaboradores (2019) mencionan que el grado de pureza del glicerol crudo 

podría verse afectado negativamente por la presencia de mono y/o diglicérido en el 

glicerol, lo cual se encuentra relacionado con la tasa de conversión en la reacción de 

transesterificación. Dado lo anterior, el uso de un análisis de espectroscopía infrarroja (IR) 

es indispensable para la determinación del grado de pureza. 

 

X.2.- Obtención del material microbiano 

 

Los microorganismos pertenecientes al género de Pseudomonas se caracterizan por poseer 

una morfología de bacilos típicamente rectos o ligeramente curvados, poseen un 

metabolismo aerobio estricto no fermentativo, la gran mayoría de las especies 

pertenecientes a este género no pueden crecer bajo condiciones ácidas ≤ 4.5 (Slabbinck et 

al, 2010). Una de las características más reconocibles de este género es su fluorescencia, 

esta fluorescencia se encuentra dada por el pigmento pioverdina, este presenta una 

tonalidad amarillo-verdoso y se hace notar bajo longitudes de onda baja de 254 nm y es 

considerado el principal sideróforo involucrado en los procesos de captación del hierro 

(Meyer et al, 2002).  

Dado lo anterior, de acuerdo con las características microscópicas, macroscópicas y de 

fluorescencia presentadas respectivamente en las Figuras 9, 10 y 11, , el aislado de interés 
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L1-BRA concuerda con lo esperado para un microorganismo perteneciente al género de 

Pseudomonas. 

Actualmente se tiene bien establecido que el umbral de identidad necesario para la 

diferenciación entre especies dado por el gen del RNAr 16S, es de un valor ≥98.65%, de 

acuerdo con los análisis estadísticos por validación cruzada realizados por Kim y 

colaboradores (2014). Mientras que las distinciones dadas para género, familia, orden, 

clase y filo fueron definidas por Yarza y colaboradores (2008) en valores ≥ 94.5%, 86.5%, 

82% y 78.5% y 75%, respectivamente. 

Con base a los resultados obtenidos en la identificación molecular a partir del gen de RNAr 

16S, realizados por el Laboratorio de Servicios Genómicos UGA-Langebio Cinvestav-

Irapuato y posteriormente con BLASTn con la secuencia FASTA proporcionada. Se pudo 

determinar con una identidad ≥99.80% que el microorganismo aislado corresponde con 

P. plecoglossicida, tal y como se puede observar en la Tabla 2 y la Figura 12. 

Por parte de la actividad lipolítica y proteolítica en P. plecoglossicida L1-BRA 

representadas en las Figuras 13 y 14, se pueden observar resultados negativos. Esto resulta 

interesante ya que inicialmente la especie de P. plecoglossicida fue descrita como bacteria 

patógena causante de ascitis hemorrágica en Plecoglossus altivelis (Nishimori et al, 2000), 

donde una actividad lipolítica, proteolítica y hemolítica se vuelve necesaria para llevar a 

cabo su proceso infeccioso. Por lo cual es muy probable que el microrganismo P. 

plecoglossicida L1-BRA al encontrarse en un nicho distinto al cual se describió 

originalmente la especie, las vías metabólicas y enzimáticas necesarias para realizar su 

proceso infeccioso hayan sido suprimidas como consecuencia de un proceso adaptativo a 

su entorno.  

 

X.3.- Crecimiento microbiano en presencia de diferentes fuentes de glicerol 

 

Tal y como se observa en la Figura 15, los resultados obtenidos de las cinéticas de 

crecimiento de P. plecoglossicida L1-BRA haciendo uso de diferentes fuentes de glicerol 

como fuente de carbono y Manitol como fuente de carbono control, el Glicerol crudo es 
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la fuente de carbono con la cual se observa el mayor crecimiento del microorganismo, lo 

cual se corrobora en los análisis estadísticos presentados de la Tabla 3 a la 5.  

La diferencia en el crecimiento particularmente entre el Glicerol crudo y las otras fuentes 

de glicerol utilizadas puede ser atribuida a que el microorganismo P. plecoglossicida L1-

BRA además del glicerol como fuente de carbono este haciendo uso de algunos de los 

diversos contaminantes presentes en el mismo, siendo estos trazas de metanol, compuestos 

álcalis, mono y diglicéridos, agua, jabones y sales (Hájek y Skopal, 2010; Yang et al, 

2012; Miran et al, 2017). 

En el estudio realizado por Bacame y colaboradores (2019) para la obtención del pigmento 

piocianina a partir de P. aeruginosa NEJ01R haciendo uso de Glicerol crudo proveniente 

de la producción de biodiesel, se encontraron resultados muy similares en cuanto al 

crecimiento del microorganismo, siendo la biomasa producida por el crecimiento del 

microorganismo mucho mayor cuando se hizo uso de Glicerol crudo. Este patrón de 

crecimiento también puede observarse en el estudio realizado por Verhoef y colaboradores 

(2014), en donde a partir de Pseudomonas putida S12 se hace uso de Glicerol crudo 

proveniente de la producción de biodiesel para la producción del compuesto aromático p-

hidroxibenzoato. 

Lo observado en ambos estudios, en conjunto con lo observado en el presente proyecto, 

refuerza la idea de que los contaminantes presentes en el Glicerol crudo favorecen el 

crecimiento del microorganismo, sin mencionar su importancia en la producción de 

compuestos de interés como lo es la producción de biosurfactantes como los 

rhamnolípidos (Zhao et al, 2021), exopolisacáridos de interés y compuestos nitrogenados 

heterocíclicos con actividad antibiótica, antivírica,  anti parasítica y antitumoral como los 

son las fenanzinas (de Meneses et al, 2020), entre otros. 

 

X.4.- Crecimiento microbiano en presencia de diferentes fuentes de carbono 

 

Tal y como se observa en la Figura 16, los resultados obtenidos de las cinéticas de 

crecimiento de P. plecoglossicida L1-BRA haciendo uso de diversas fuentes de carbono,  
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Manitol como fuente de carbono control y Glicerol crudo como tratamiento, muestran 

como este último es quien presenta uno de los mayores crecimiento al compararse con las 

demás, llegando a posicionarse como un sustrato superior a la Glucosa y la Lactosa; y 

como un sustrato equivalente a la Maltosa, Sacarosa y el control de Manitol, de acuerdo a 

los análisis estadísticos presentados de la Tabla 6 a la 8. 

Lo anterior no es ninguna sorpresa ya que las especies del género poseen un tanto más de 

300 mecanismos de absorción de nutrientes conocidos, los cuales les permiten metabolizar 

una gran diversidad de compuestos orgánicos, así como habitar en diversos nichos 

ecológicos dada esta capacidad adaptativa (Silby et al, 2011). 

Teniendo que las vías metabólicas involucradas en el catabolismo de las fuentes de 

carbono utilizadas por este tipo de microorganismo son la vía de Entner-Doudoroff por 

las enzimas gluconato-6-fosfato deshidratasa y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato 

aldolasa, y la vía de las Pentosas Fosfato con el uso de la enzima Piruvato fosfato dicinasa, 

siendo está considerada como una vía secundaria (Kersters y De Ley, 1968; Cuskey et al, 

1985). 

 

X.5.- Obtención del material vegetal 

 

Generalmente para la realización de un ensayo experimental en el cual se hace uso de 

plantas obtenidas desde su semilla a manera de organismo modelo, el uso de una semilla 

integra y de alta calidad fisiológica es indispensable para asegurar la veracidad y 

repetibilidad del ensayo experimental.  

La prueba de germinación estándar es uno de los indicadores más comúnmente utilizados 

para la evaluación fisiológica de un determinado lote de semillas, siendo que el proceso 

de germinación es el resultado de una cascada de reacciones tanto anabólicas como 

catabólicas, en las cuales tanto el proceso de respiración celular, la movilización de 

reservas energéticas y la síntesis de proteínas se encuentran presentes, todas estas son 

desencadenadas como una respuesta hacia el entorno dadas por las condiciones óptimas 

de sustrato, temperatura y humedad (Desai, 2004). 
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Sin embargo, debido a que la prueba de germinación estándar es realizada bajo 

condiciones óptimas de crecimiento dependiendo de la especie, esta prueba ha demostrado 

el sobreestimar el comportamiento de las semillas al momento de la practica en el campo, 

además de resultar un tanto deficiente en cuanto a rápides y uniformidad de germinación 

de la semilla se refiere (McDonald, 1998). Dado lo anterior el uso de las pruebas de vigor 

se vuelve indispensable en la evaluación de la calidad fisiológica de un lote de semillas 

ya que esta permite obtener una idea clara de su posible emergencia en el campo.  

La prueba de vigor por flotación es una prueba comúnmente utilizada en leguminosas o 

semillas de tamaños medianos (de 0.5 a 1 cm), esta se basa en el principio de que una 

semilla posee una densidad específica tanto si se encuentra llena como si se encuentra 

vacía o dañada, generalmente se hace uso de agua para llevar a cabo esta prueba, ya que 

es necesario el hacer uso de un líquido con una densidad conocida que no presente peligro 

de dañar o malograr a las semillas utilizadas. Mediante este tipo de método se puede 

separar de forma efectiva a las semillas maduras, las cuales tienden a precipitar; de 

aquellas semillas atacadas por insectos, con daño mecánico o inmaduras, las cuales 

tienden a flotar (Willian, 1991; Quijada et al, 2017). 

La prueba de vigor por tetrazolio tiene su fundamento en la actividad de la enzima 

deshidrogenasa cuya actividad se da en los procesos de respiración realizados por las 

mitocondrias de una semilla viable. Su manera de actuar consiste generar una reacción 

redox dirigida por la enzima sobre la sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio), 

lo cual transforma a la sal en el compuesto trifenilformazan y a su vez ocasiona un viraje 

de tonalidad que va de rosa a rojiza en el tejido vivo de la semilla (Glenner, 1990; Flores  

et al, 2015). 

En los resultados obtenidos sobre la calidad del lote de las semillas de frijol, se puede 

observar una clara diferencia al comparar los porcentajes de germinación y vigor de ambas 

variedades, encontrando que en el primero ambos porcentajes se encuentran por encima 

del 90%, mientras que en las pruebas de vigor por flotación se encontró un 100% de 

viabilidad en ambas variedades, sin embargo en el caso de las pruebas de vigor por 

tetrazolio se tiene un 70 y 67% para las variedades de frijol negro y frijol pinto, 

respectivamente Esto último siendo atribuido tanto a una posible sobreestimación 
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realizada por las pruebas de germinación, como ya sea mencionado anteriormente 

(McDonald, 1998) o a un error metodológico durante la realización de la prueba. Si bien 

la taza de vigor por tetrazolio se encuentra por debajo de lo aceptable, el promedio de las 

tres pruebas realizadas se encuentra por encima del 85%, lo cual es considerado como 

aceptable.  

 

X.6.- Determinación de las características morfométricas de las plántulas de frijol 

 

El proceso de desarrollo en una planta de frijol puede ser dividida en dos fases, la primera 

corresponde con la fase vegetativa que a su vez puede dividirse en las etapas V0-V4, en 

donde V0 es el proceso de germinación, V1 es el proceso de emergencia, V3 es el brote 

de las hojas primarias y V4 es el brote de la primera hoja trifoliada; la segunda 

correspondiente con fase reproductiva que a su vez puede dividirse en las etapas R5-R9, 

en donde R5 es el proceso de perfloración, R6 la floración, R7 la formación de los cuerpos 

fructíferos, R8 el llenado de los cuerpos fructíferos y R9 la maduración del del cuerpo 

fructífero (CIAT, 1986). 

Para la realización de este ensayo, todas las plantas a las cuales se les midió sus 

características morfométricas de interés (longitud de tallo, número de raíces, largo de las 

hojas y ancho de las hojas) fueron evaluadas hasta su etapa de desarrollo V2, siendo esta 

alcanzada entre los 15 y 21 días después de la siembra. 

En el caso de la longitud del tallo, como se puede observar en la Figura 15, el promedio 

de la longitud del tallo tiende a ser ligeramente más elevado en el frijol negro que en el 

frijol pinto, exceptuando al tratamiento T1 en donde el frijol pinto es superior.  

Tomando a consideración que uno de los contaminantes encontrados en el Glicerol crudo 

son las sales, se habría esperado una reducción de tamaño en cuanto a longitud del tallo 

se refiere, pues tal y como mencionan tanto Bahena y colaboradores (2008) como Khadri 

y colaboradores (2007) las plantas disminuyen su crecimiento bajo estrés salino, 

realizando ajustes para la producción de metabolitos que les ayuden a sobrevivir al mismo. 
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Lo cual se representa en las diferencias significativas observadas entre los tratamientos 

con glicerol y los controles utilizados. 

En el promedio de número de raíces, tal y como se reporta en la Figura 16, presenta un 

promedio mayor en los tratamientos T2 y T3 en ambas variedades de frijol, esto puede 

deberse a que ambos tratamientos presentan la adición de glicerol a su sustrato, 

encontrando que en estudios previos realizados por Pinal Rosales (2017) el uso de éste 

permitió un mejor desarrollo radicular, así como la proliferación de raíces secundarias.  

Teniendo que tanto la proliferación de raíces secundarias como el mejoramiento del 

desarrollo radicular permitirían a la planta desarrollarse de una forma más vigorosa al 

proveer un sostén estructural al sustrato y una mayor captación tanto de agua como de 

macro y micronutrientes (COVECA, 2011).  

En el caso del promedio dado para el largo de las hojas y el ancho de estas, reportado en 

la Figura 17 y 18, respectivamente, se puede observar un ligero decremento en estos para 

los tratamientos T2 y T3. La reducción del tamaño de las hojas tal y como mencionan Can 

Chulim y colaboradores (2014) ha podido ser asociada con altas concentraciones de sales 

en el sustrato. Dado lo anterior, esto podría indicar que las concentraciones de sal 

presentes en el Glicerol crudo no son suficientes para generar un efecto negativo en la 

longitud del tallo, pero si para tenerlo en su desarrollo foliar.  

 

X.7.- Evaluación y comparación del aprovechamiento de nutrientes 

 

El uso de técnicas analíticas de suelo constituye una herramienta indispensable para la 

determinación de la fertilidad del ambiente en el que puede desarrollarse un determinado 

cultivo, proporcionando información invaluable sobre los ajustes necesarios para el 

mantenimiento de un suelo sano mediante el uso de fertilizantes que permitan equilibrar 

o mejorar al mismo (Yost y Uchida, 2000). 

Los elementos nutricionales pueden ser divididos en dos categorías macros y 

micronutrientes, dada la cantidad de estos que es requerida para el desarrollo de la planta, 

cumpliendo estos un papel fundamental en los procesos de síntesis de enzimas y proteínas, 
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la formación de compuestos nitrogenados como la clorofila, el metabolismo de 

carbohidratos y el proceso de respiración (Tisdale y Nelson, 1991; Havlin, 2005). Los seis 

macronutrientes considerados como críticos o esenciales para poder llevar el correcto 

desarrollo de las plantas son nitrógeno (N), fósforo (P), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca) 

y magnesio (Mg), así como el micronutriente hierro (Fe) (Grusak. 2001). 

Los resultados analizados en la determinación de nutrientes mostrados en la Tabla 10, 

reporta la presencia de 11 nutrientes en el suelo. Al realizar una comparación de las 

determinaciones realizadas para los distintos tratamientos, se puede observar cómo en el 

caso de los tratamientos T2 y T3 los cuales conllevan el uso de Glicerol crudo al 2.5% 

p/v, la concentración de macro y micronutrientes en ppm es superior en comparación el 

control C- y el tratamiento T1. Esto puede deberse a que la adición de componentes con 

alto contenido de carbono permite generar una carga negativa neta que favorece el 

intercambio catiónico, repercutiendo en la retención tanto de macro como de 

micronutrientes (Mengel, 1993).  

Mientras que el motivo por el cual los tratamientos T1 y T2 presentan mayores 

concentraciones ppm para fósforo y manganeso, en comparación con los tratamientos C- 

y T3 respectivamente, puede deberse a que la inoculación con el microorganismo de 

interés P. plecoglossicida ayudar con la retención de los mismos, pues es sabido que los 

microorganismos del género Pseudomonas juegan un papel muy importante en los 

procesos de la solubilización de nutrientes tales como el fósforo (Liu et al, 2019) y el 

manganeso (Atajan et al, 2019).  

En el caso del control C+, las concentraciones superiores en ppm a comparación de los 

tratamientos utilizados eran esperadas debido al suplemento nutricional que supone el uso 

de un fertilizante. El fertilizante nitrogenado OrganoDel®, posee además de N, trazas de 

P, K, Ca, Mg y S, entre otros (AGROformuladoraDelta. 2010) 

Respecto a los macro y micronutrientes de forma específica, en el caso del fósforo (P) los 

valores dados para C-, T1, T2 y T3 se encuentran dentro de un rango medio, mientras que 

C+ se encuentra en un rango excesivo de acuerdo con las consideraciones del test de Olsen 

para la determinación de fósforo (Horneck et al, 2011). Resulta por demás interesante el 

ligero incremento en la concentración de fósforo en el tratamiento T1 inoculado con el 
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microorganismo de interés, a comparación del control negativo C- y los tratamientos T2 

y T3, siendo el primero también inoculado con el microorganismo. Sin embargo, son 

necesarias de más repeticiones para la realización de un análisis estadístico viable que nos 

permita identificar si existe o no una diferencia estadística significativa entre los valores 

determinados.  

Tomando a consideración que el P puede presentar una correlación positiva en presencia 

de un pH y una capacidad de intercambio catiónico elevada, lo que a su vez otorga una 

mayor afinidad hacia Ca (Phares et al, 2020), los resultados dados para C+ mencionados 

anteriormente indican la generación de una mayor reserva de éste como consecuencia de 

la adición del fertilizante, este patrón se repite en todos los nutrientes analizados en C+ y 

se puede atribuir a la misma causa, por lo cual a partir de este momento se omitirá su 

mención.  

Por parte del potasio (K), los valores dados para C-, T1, T2 y T3 se encuentran dentro de 

un rango alto de acuerdo con los rangos dados por los métodos de extracción de acetato 

de amonio o bicarbonato de sodio (Horneck et al, 2011). El potasio es uno de los cationes 

que se requiere en mayores cantidades para la planta dada su importancia en los procesos 

fotosintéticos, debido a que por lo general la cantidad en el suelo es insuficiente para el 

correcto desarrollo y producción de las plantas, la adición de este a manera de suplemento 

se ha vuelto una práctica habitual en el sector agrario (Askegaard et al, 2004).  

En cuanto a calcio (Ca) y magnesio (Mg), se presentaron rangos de concentración media 

para C-. T1, T2 y T3 (Horneck et al, 2011), esto se encuentra directamente relacionado 

con la ácides del suelo (pH), teniendo que por lo general ambos nutrientes siguen un 

comportamiento paralelo al K dada su estrecha relación con éste (Havlin, 2005).  

La capacidad de intercambio catiónico (CIC) presente en el sustrato tiene un papel 

fundamental en la biodisponibilidad de macro y micronutrientes, teniendo que una 

capacidad de intercambio catiónico alta favorece la retención de nutrientes por parte de la 

planta, a su vez que reduce la probabilidad de lavado a causa de procesos de lixiviación 

(FAO, 2021).  
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La CIC reportada como parte de la determinación de nutrientes para los ensayos realizados 

ubicada en la Tabla 11, posiciona a T2, T3 y T1 en escala de mayor a menor, esto debido 

a la materia orgánica adicional dada por el glicerol y la inoculación con el microorganismo 

de interés. Cabe mencionar que los porcentajes dados para el contenido de materia 

orgánica en todos los tratamientos se encuentran dentro del rango aceptado para suelo de 

uso agrario (Dick y Gregorich, 2004). Así mismo los valores dados para pH se encuentran 

dentro de los rangos adecuados para el crecimiento de frijol, siendo este de entre 5.5 a 6.5 

(Sanders y Schwartz, 1980). 

Por su parte, en el porcentaje de saturación catiónica y el ratio de cationes K/Mg y Ca/Mg 

ubicados en la Tabla 12, se puede observar como el Ca+ representa el mayor porcentaje 

de saturación catiónica en todos los tratamientos y controles analizados. Así mismo, se ha 

demostrado que tanto el Mg+ como el Ca+ pueden influenciar el pH del suelo, teniendo 

que a menor porcentaje de estos, menor será el pH del suelo (Mengel, 1993), sin 

mencionar su efecto sobre la disponibilidad tanto de macro como micronutrientes (Brady 

et al, 2008).  
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XI.- CONCLUSIONES 

 

➢ Las reacciones de transesterificación utilizadas permitieron una recuperación de glicerol 

5 veces mayor a una reacción de transesterificación común.  

 

➢ El microorganismo de interés L1-BRA aislado del consorcio microbiano fue identificado 

como P. plecoglossicida mediante el uso de técnicas microbiológicas, la fluorescencia 

emitida por el mismo en su cultivo en medio líquido y los análisis moleculares realizados 

al gen RNAr 16S. 

 

➢ La fuente de Glicerol crudo se presentó como una fuente de carbono viable para el 

desarrollo de P. plecoglossicida L1-BRA mostrando un crecimiento superior en un mismo 

periodo de tiempo a comparación de las otras fuentes de glicerol evaluadas. 

 

➢ La fuente de Glicerol crudo se presentó como una fuente de carbono viable para el 

desarrollo de P. plecoglossicida L1-BRA mostrando crecimiento superior o equivalente 

en un mismo periodo de tiempo al compararlo con las diversas fuentes de carbono 

evaluadas.  

 

➢ Se puede identificar una diferencia estadísticamente significativa entre los promedios 

dados para las características morfométricas evaluadas en las plantas de frijol de variedad 

Negro y Pinto sometidas a los diversos tratamientos y controles, mostrando un decremento 

de estas con el uso de los tratamientos T2 y T3 para la longitud de tallo, y el largo y ancho 

de las hojas, no siendo así para el desarrollo radicular. 

 

➢ La determinación de macro y micronutrientes dada para los sustratos utilizados en los 

ensayos sobre las variedades de frijol sometidas a los diversos tratamientos muestran un 
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incremento en la concentración en ppm de K, Ca, A, Mn, Zn y cuando se hace uso del 

microorganismo acompañado de glicerol, que cuando se hace uso de estos 

individualmente.  
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XII.- PERSPECTIVAS A FUTURO 
 

➢ Se recomienda hacer uso de más análisis moleculares, además del realizado al RNAr 16S 

para obtener mayor sustento en la identificación del microorganismo, en el género 

Pseudomonas el gen rpoD (Región Sigma de RNA Polimerasa) pudiera cumplir este 

propósito. 

 

➢ Se recomienda el uso de pruebas bioquímicas para reforzar el proceso de caracterización 

e identificación del microorganismo, los sistemas miniaturizados API pueden ser una 

buena opción. 

 

➢ Se recomienda el uso de una técnica cuantitativa como lo es la determinación de fósforo 

por el método de ANSA, permitiría discernir el efecto directo que tiene P.  plecoglossicida 

L1-BRA sobre la solubilización del fósforo. 
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