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Introduccion

El disefio de un bioproceso para la produccién a escala laboratorio de biomasa
de cualquier microorganismo implica el conocimiento previo del proceso en
si (condiciones tipicas de fermentacién tales como temperatura, pH, agitacion,
aireacién y condiciones nutricionales tales como concentraciones de fuentes
de carbono, nitrégeno, sales, inductores de crecimiento, etc.) y de la experticia
y la experiencia del personal involucrado en este tipo de desarrollos. A medida
que se cuenta con mayor informacién de calidad se minimiza el tiempo y
el esfuerzo (logistico, de personal y de tiempo) requerido para alcanzar el
objetivo de produccién. Este ultimo estd relacionado directamente con los
requerimientos o condiciones de las operaciones unitarias “aguas abajo” del
proceso de fermentacion, que incluyen procesos de separacién, concentracion,
purificacion y formulacién de la biomasa.

En el presente proyecto se llevé a cabo el disefo, estandarizacién y validacién del
proceso de produccion masiva de Pseudomonas fluorescens Ps006 que demostrd
en ensayos previos un elevado potencial para el control del agente causal de la
raya necrética del fique e inductor de crecimiento vegetal. En funcién de los
lineamientos mencionados anteriormente, se planted una estrategia secuencial
de disefio de experimentos clasico para la determinacién de las condiciones
nutricionales y fisicoquimicas adecuadas para la produccién de biomasa de este
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microorganismo. Esto implicé el montaje secuencial de experimentos a nivel de
laboratorio y su respectivo analisis estadistico con fundamentos biolégicos para
dilucidar la direccién correcta.

Seleccion de la estrategia experimental

Para llevar a cabo el diseiio de un medio de cultivo para el crecimiento de un
microorganismo especifico existen varias estrategias que han sido ampliamente
usadas:

1. Intercambio de componentes: en la que se evaluan diferentes componentes
del medio (fuentes de carbono, nitrégeno, sales, etc.), una a la vez. Es una
técnica sencilla pero poco eficiente que implica un ndmero muy grande de
experimentos y consume mucho tiempo y mano de obra; ademds, no permite
dilucidar las interacciones entre los diferentes componentes.

2. Un factor a la vez: es similar a la técnica anterior pero en este caso se evaltdan
diferentes niveles o concentraciones de cada componente del medio; esto
implica un conocimiento previo del proceso, para llegar a determinar un
numero reducido de componentes a evaluar. Presenta los mismos problemas
asociados con la estrategia de intercambio de componentes, pero aun sigue
siendo aplicada en algunos casos.

3.Busquedaen la literatura: en la que se hace una busqueda retrospectiva acerca
de bioprocesos similares y se “toma prestado” un medio de cultivo base que
ya ha demostrado altos rendimientos o productividades del microorganismo
en cuestién. Es una de las estrategias mas usadas debido a su facilidad, pero
no siempre se alcanza reproducibilidad de condiciones experimentales o
resultados experimentales.

4. Mimetismo bioldgico: en esta se calculan o cuantifican las necesidades
nutricionales del microorganismo, haciendo uso de la composicién elemental
de la biomasay de los diferentes componentes del medio de cultivo. Aunque es
una estrategia rigurosa, depende de la disponibilidad de informacién confiable
acerca de la composicion del microorganismo y las materias primas, que no es
lo usual; adicionalmente, el hecho de realizar el balance por componentes no
asegura que se obtenga el resultado deseado o predicho.

5. Disefo de experimentos: se define como el proceso de planear todos
los pasos que deben darse y el orden que debe seguirse en la recoleccion y
posterior analisis de la informacién requerida para estudiar un problema de
investigacion. Esta, mas que una estrategia, es una herramienta que se puede
implementar en combinacién con cualquiera de las estrategias mencionadas
anteriormente. Permite lograr la mayor cantidad de informacion de alta calidad
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de manera muy eficiente y con economia de tiempo, dinero, mano de obra e
infraestructura.

Teniendo en cuentalo mencionado anteriormente y en funcién de la experiencia
previa y la experticia del personal de investigacién del drea de Fermentaciones
del Laboratorio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria,
CBB, de Corpoica, se tomd la decisidon de aplicar la estrategia del mimetismo
biolégico en combinacién con las herramientas del disefio de experimentosy el
uso de un componente del medio de cultivo base tomado de la literatura para
disefar un medio de cultivo para la cepa evaluada (Tabla 1).

O,.N

179 70.52° "0.22

La composicion de la biomasa usada fue CH (Durner et al., 2000).

Se evalud una fuente de carbono que ha sido ampliamente reportada para la
produccién de biomasa de rizobacterias y que no presenta interferencias en las
operaciones unitarias “aguas abajo” o posteriores al proceso de fermentacion.

También se evalué una fuente de nitrégeno organico y una fuente de nitrégeno
inorganico, dado que se ha demostrado que el género Pseudomonas sp. requiere
de estas dos fuentes de nitrégeno para activar sus procesos metabdlicos
orientados hacia la produccién de biomasa (Durner et al., 2000).

Tabla 1. Estrategia global aplicada para el disefio del proceso de produccién de biomasa de
Pseudomonas fluorescens Ps006

Disefo
Objetivo Descripcion :slli::::il(iii experimental
P aplicado

Muchos factores

|dentificar los

Exploratoria S Microplaca de 96 q
(screening) {?nct%rr?:nrt]:;nmonales Zona experimental pozos de 400 uL Factorial completo
p desconacida
Pocos factores
Estandarizacion y Construir un modelo Erlenmeyer de 7
optimizacion predictivo Zona experimental 125 mL Fsiortel G
rodeando el Optimo
S _ Confirmar los resultados
Validacion a pequefia g R Solt_) factorgas clave Erlenmeyer de No aplica*
escala nutricionales Region 6ptima 500 mL
S Confirmar los resultados q Al
Validacion a escala de o Solo factores clave  Biorreactor Airlift -
e e evaluando condiciones Punto 6ptimo de20 L No aplica

fisicoquimicas estandar

* En estas etapas se evalla la reproducibilidad de los valores obtenidos con los mejores tratamientos de las etapas previas.

Etapa 1: Ensayo exploratorio en microplaca de 400 uL

Para el disefio experimental se selecciond un disefio factorial completo con
tres niveles y un punto central mas un control sin adicién de sales (Tabla 2). La
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experimentacion se llevé a cabo en microplacas de 96 pozos con un volumen
nominal de 400 pL y un volumen de trabajo de 250 pL.

Utilizando la férmula elemental de Pseudomonas sp. (CH,,;.0,,N,,,,), s
calculé la cantidad necesaria de carbono y nitrégeno para producir 2 g/L de
biomasa, lo que se considerd como el nivel cero para el disefio experimental y a
partir del cual se determinaron los niveles superior (+50%) e inferior (-50%). La
composicion dela solucidn Stock de sales se tomé de Aboseaud y colaboradores
(2006), ya que este autor la utilizd para optimizar la composicion de un medio
de cultivo para la produccién de Pseudomonas fluorescens.

Tabla 2. Matriz de niveles usada en la evaluacién del crecimiento del aislamiento de  Pseudomonas
fluorescens Ps006 en microfermentacion

m Carbono (g/L) Nnrége(ng(;f)rgémco Nitrégeno inorganico (g/L) Stock de sales

1,72 0,85 0,90
0 3,44 1,69 1,80 1X
1 5,16 2,54 2,7

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones de
la fuente de carbono, nitrégeno y sales listadas previamente con agua destilada;
las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. Simultaneamente
se preparé unindculo del aislamiento de P. fluorescens Ps006 a una concentracion
de 1x10” UFC/mL, en solucién salina al 0,85%.

El montaje de la microplaca se realizé en una cabina de flujo laminar, mezclando
cada uno de los componentes en las diferentes concentraciones establecidas
como niveles, para asi obtener 10 tratamientos (Tabla 3). Para esto se mezclaron
25 pL de cada una de las soluciones de nutrientes preparadas (carbono,
nitrégenoy sales) con 100 pL de agua destilada estéril. Finalmente se inocularon
los pozos con 50 pL de la suspension de la bacteria.

Adicionalmente a los 10 tratamientos mostrados en la Tabla 3, se ubicaron dos
controles en la microplaca, uno que correspondia al tratamiento nueve sin
inocular (por lo que se completé con 50 pL mas de agua) y otro Unicamente
con agua destilada estéril. Se ubicé el tratamiento 10 en la placa con la finalidad
de observar el efecto que tenia la ausencia de la solucién de sales en la
microfermentacion. La placa se llevé a una agitacion a 150 rpm durante 15 min
y se tomd el tiempo cero expresado como absorbancia en un lector Asys Hitech
Expert 93 a 405 nm y a 620 nm. Finalmente, la placa fue incubada a 30°C x 150
rpmy se realizé el monitoreo de la absorbancia cada 12 horas. Los tratamientos
se ubicaron en bloques aleatorios sin usar los pozos del borde de la placa.
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Tabla 3. Tratamientos evaluados para el aislamiento de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en microfermentacion

. Nitrogeno Nitrégeno

1 -1 i i
2 -1 =i 1
3 -1 1 =i
4 =i 1 1
5 1 = =1
6 1 =1 1
7 1 1 =]
8 1 1 1
9 0 0 0
10 SS§* SSS SSS

*Nivel cero sin la solucion stock de sales.

Se seleccioné una longitud de onda de 620 nm para la lectura de absorbancia,
ya que permitié una lectura con mas resolucién (valores inferiores a 1,0) a
través de todo el proceso de fermentacion, durante las 48 horas evaluadas.
Adicionalmente, se usaron los resultados experimentales de la hora 36, ya que
presentaron el maximo para todos los tratamientos con los coeficientes de
variacion mas bajos (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de absorbancia a 620 nm para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens Ps006
evaluado en microfermentacion

Absorbancia s Absorbancia

Tratamiento promedio %CV Tratamiento promedio S %CV
1 0,754 0,019 2,519 8 1,337 0,039 2,898
2 0,765 0,044 5,745 9 1,117 0,029 2,599
3 1,267 0,021 1,679 10 0,972 0,110 11,361
4 1,247 0,015 1,192 1 0,064 0,006 9,785
5 0,887 0,044 4,947 12 0,043 0,007 17,237
6 0,720 0,071 9,832 13 0,040 0,001 2,532
7 1,356 0,031 2,255 = = = =

El crecimiento del aislamiento Ps006 fue rapido, porque después de 16 horas,
en algunos de los tratamientos, la lectura de la absorbancia (A, ) fue mayor
a uno. Los tratamientos que incluian el nivel alto del extracto de levadura
fueron los que presentaron una absorbancia mas alta desde el inicio de la
microfermentacion.
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El analisis de varianza indicé que la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno
organica fueron los factores estadisticamente significativos, de lo que se puede
deducir que tienen el mayor efecto sobre la variable de respuesta absorbancia.
La relacion nitrégeno orgénico — inorganico no presentd influencia significativa.

En el diagrama de Pareto (Figura 1) se observé mas claramente cudles fueron los
factores que tuvieron incidencia sobre la variable respuesta. La fuente de nitrégeno
organica (Factor B) fue el componente que mas incidencia tuvo sobre la absorbancia,
seguido, en menor proporcion, por la fuente de carbono (Factor A). Los demas
factores y sus correspondientes interacciones (combinaciones) no presentaron un
efecto significativo sobre la variable respuesta para este aislamiento.

E: Factor_E

|
A:Facter_8 [||::|
II
|
|

AC
AB
BC

C: Factor_C

5 10 15 20 23 30
Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono. Factor B: fuente de nitrégeno organico. Factor C: fuente de nitrégeno
inorgdnico.

Figura 1. Diagrama de Pareto para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens Ps006 en
microfermentacion.

Como se observa en la grifica de cubo (Figura 2) la mayor respuesta de
absorbancia se encuentra en el extremo inferior derecho (A, = 1.23314) de
la figura equivalente a la combinacién de fuente de carbono alta, fuente de
nitrégeno organico alta y fuente de nitrégeno inorganico baja, por tanto, ya se
tiene la evidencia experimental acerca de los niveles de nutrientes a utilizar en
la etapa de estandarizacién en Erlenmeyer.

Dado que se aplicé un disefno experimental robusto de resolucién IV, se logré la
obtencién de un modelo lineal con interacciones (Ecuacion 1).

Absorbancia = 0,9459 + 0,0493A + 0,2340B - 0,0005C
-0,0021AB-0,0041AC-0,0015BC (1)

R*=97,12%

64 Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.)



Valle del Cauca (3)
Tolima (6) e —

SUCre (1) R ——

Santander (24)

Risaralda (6) o —
Quindio (1)

PutumaYy 0 (1) s
Narifio (27)

Meta (7) s
La Guajira (2)
Huila (21) s
Guaviare (3)
¢ (20)

Cordoba (1) p—
Chocs (24) et
Cesar (3) j—
Cauca (11) e —
Casanare (14)

Caldas (6) —
Boyac (36)
Arauca (1)
Antioquia (12)

°
5
3
N
e

nitrégero inorganica. 24 | 3 | 14
m Cérnicabovina | 3 14 3 14

21
21

g 8
g 3 8z |= I ¢ 8
Sl_le| 2|4 s 2 s/8|_|¢ NI 3
23l 8 8] 5.8 § B 2.3l 3 [ - . 2
Factor A: fuentg d& carb@nod Fagtogd B: fuebte dednitadgénotardanko. Factor L tege
8 3 6 2 2 8 0 3 6 3
6 9 13 1 1 8 0 5 6 1

~ | w | Gaar (3)

s~

©

AR l&?etam

o o san-euﬂ
[0}

| w | Tolima (6)

Figura 2. Grafica de cubo para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens
Ps006 en microfermentacion.

El grado de ajuste del modelo teérico generado fue bueno, ya que explico el
97,12% de la variabilidad presentada en el experimento.

En conclusion, se determind que la fuente de nitrégeno organico presentd el
mayor efecto positivo sobre el crecimiento de P. fluorescens Ps006 en microplaca
(expresado como absorbancia) y, por tanto, se evaluaran concentraciones mas
altas a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. De forma similar, aunque el efecto no
fue tan grande en magnitud, se evaluardn concentraciones mas altas de la
fuente de carbono a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. La fuente de nitrégeno
inorganico se utilizard en adelante como pardmetro en su concentracién mas
baja, manteniendo constante su relacion con la fuente de nitrégeno organico. El
stock de sales también se usard como parametro a partir de la experimentacion
en Erlenmeyer de 125 mL.

Con lainformacién obtenida en el montaje anterior se propuso un nuevo disefio
experimental en Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL.

Etapa 2: Ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL

Con la informacién obtenida en el montaje en microplaca se aplicé un nuevo
disefio experimental factorial completo con dos factores y dos niveles con punto
central, en Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL (Tabla 5),
con el fin de tener una primera aproximacién acerca del rango de trabajo ideal
para los componentes nutricionales criticos, en este caso la fuente de carbono y
la fuente de nitrégeno organico.
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Tabla 5. Matriz de niveles usada para la fermentacion de la cepa de
Pseudomonas flourescens Ps006 en Erlenmeyer de 125 mL

.
(g/L) (FNO) (/L) (FNI)(g/L)

-1 5,16 2,54 0,9
0 10,32 5,08 1,8
1 15,48 7,62 2,7

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones de
las fuentes de carbono y nitrégeno organico e inorganico listadas en la Tabla 1
con agua destilada, adicionalmente se preparé una solucién de diferentes sales
y las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. Igualmente
se realizé un inéculo de 1x10” UFC/mL en Tween al 0,5%, a partir de una caja
crecida durante 48 h.

Cada Erlenmeyer contenia 25 mL como resultado de la adicion de 2,5 mL de
fuente de carbono, 2,5 mL de fuente de nitrégeno organico, 2,5 mL de fuente
de nitrégeno inorganico, 2,5 mL de solucién de sales, 12,5 mL de agua destilada
y 2,5 mL de inéculo. Las diferentes combinaciones de los niveles dieron como
resultado cinco tratamientos, los cuales se montaron por triplicado (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos evaluados para el ensayo exploratorio en
Erlenmeyer de 125mL con la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006

T T

[ 2 B S S
1
TS
—

Los Erlenmeyer se dejaron en agitacién a 170 rpm y 30°C durante 48 h. Al cabo
de este tiempo se realizaron diluciones seriadas de 10" a 107 en Tween 0,5% y se
sembraron 10 uL de las tres Ultimas diluciones en cajas Petri con agar LB; las cajas
fueron incubadas a 30°C, durante 24 h, tiempo en el que se hizo el recuento de las
UFC (Tabla 7). El resto del medio de cultivo fue centrifugado en tubos de 30 mL, los
cuales habian sido pesados con anterioridad, a 15.000 rpm durante 15 min; estos
tubos fueron secados a 28°C, hasta obtener un peso constante (Tabla 7).

Por laTabla 7 se concluyé que la viabilidad a las 16 horas de fermentacion estuvo
siempre por encima de 1x10° UFC/mL con un maximo de 2x10" UFC/mL para
el tratamiento tres. El limite minimo para que el proceso de fermentacién tenga
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potencial de ser aplicado para la formulacion de un bioproducto esta en 1x10'
UFC/mL (Figura 5), por lo que se debe orientar la investigacién en la cercanias de
los niveles del tratamiento tres, que tiene el nivel bajo de la fuente de carbono y
el nivel alto de la fuente de nitrégeno organico; adicionalmente, la magnitud de
la biomasa seca es concordante con reportes de otros autores que son cercanos
a5 g/L (Lang y Wullbrandt, 1999).

Tabla 7. Viabilidad (UFC/mL) y biomasa (g/L) obtenidas para el ensayo exploratorio en Erlenmeyer
de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

T TR T
Tratamiento

X S %CV X S %CV
T 9,851 0,073 0,74 1,60 0,080 5,00
T2 9,064 0,022 0,24 0,80 0,000 0,00
i3 10,204 0,046 0,46 4,56 0,260 5,71
T4 9,394 0,012 0,13 2,68 0,174 6,51
T5 9,439 0,185 1,96 2,72 0,220 8,10

X: promedio. S: desviacion estandar. %CV: coeficiente de variacién en porcentaje.

10.40

log(UFC/ml) = 0.3053Biomasa + 8.7014
R? = 0.9317

10.00
9.80 /

9.60 /

9.40 /o'

9.20
o /
9.00
8.80 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5

10.20

log (UFC/ml)

Biomasa (g/1)

Figura 5. Relacion entre viabilidad y biomasa seca para el ensayo exploratorio en
Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006.

Se observé una buena correlacién lineal entre la viabilidad y la biomasa seca
obtenida en los diferentes tratamientos, a excepcion del tratamiento uno
(dato no mostrado), en el que se presentd una desviacién clara de la tendencia
general, probablemente debida a problemas con la manipulacién de la muestra
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en la determinacién de la biomasa. Este hecho es un indicio de que el medio
de cultivo usado no presenta interferencias significativas representadas por
sélidos en suspensién o por nutrientes residuales al final de la fermentacion.

Tabla 8. Andlisis de varianza para la viabilidad en el ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL con
la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006

e a6 i | i i

A:Factor_A 1,86126 1,86126 97,15 0,0000*
B:Factor_B 0,394581 1 0,394581 20,60 0,0008*
AB 0,000280333 1 0,000280333 0,01 0,9059
Error total 0,210737 1 0,0191579
Total (corr.) 2,46685 14

* Indica diferencia significativa.

El analisis de varianza mostré que tanto la fuente de carbono como la fuente de
nitrégeno organico presentaron un efecto significativo sobre la concentraciéon
final de P. fluorescens Ps006. Sin embargo, la interaccién de estos dos factores no
tiene un efecto significativo.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Var_1

I+

A:Factor_A - -
B:Factor_B
AB

0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono. Factor B: fuente de nitrégeno orgénico.

Figura 6. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 crecida en medio liquido en Erlenmeyer de 125 mL.

El diagrama de Pareto (Figura 6) demostré que la fuente de carbono y la fuente de
nitrégeno tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta, que la fuente
de carbono tiene un efecto negativo aproximadamente dos veces mayor que el
factor B o fuente de nitrégeno que tiene un efecto positivo. Este resultado indica
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que laregién experimental evaluada es adecuada para encontrar un punto éptimo
para la fuente de carbono, pero no asi para la fuente de nitrégeno, que aln puede
ser aumentada en concentraciéon aunque en una proporcion mucho menor a la
obtenida en el ensayo previo (efecto estandarizado = 29 en microplaca versus
efecto estandarizado = 4,5 en Erlenmeyer de 125 mL). Igualmente se observa que
la relacién entre los factores A y B no tiene un efecto significativo.

Por otro lado, con el fin de dilucidar el efecto de la relaciéon carbono/nitrégeno
sobre la produccion de biomasa de P. fluorescens Ps006, se llevd a cabo un
analisis de comparacion de medias de los tratamientos evaluados en el ensayo
exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL, aplicando la técnica LSD con un nivel de
confianza del 95%.

Se concluyé que el tratamiento tres (Figura 7) fue el mejor y presenté diferencias
significativas con los demas tratamientos evaluados. Por tanto, la etapa siguiente
de optimizacién debe enfocarse en las cercanias de los niveles usados en este
tratamiento.

EnlaFigura7 se presentaelanalisis grafico,ademas sediscriminan las magnitudes
de la relacion Fuente de carbono/Fuente de nitrégeno; acerca de este ultimo
aspecto se analiz6 que la mejor respuesta se obtuvo con la concentracion
mas alta de fuente de nitrégeno (relacion C/N = 1/1,51), simultdneamente se
determind que, para iguales relaciones C/N (véanse los tratamientos T1, T4 y
T5), el mejor efecto se observé con el tratamiento con la menor concentracién
de fuente de nitrégeno (T1) que tenia concentraciones de fuente de nitrégeno
organico/fuente de nitrégeno inorganico = [2,549/L]/[0,90g/L].

11,0

10,5 1

10,0

Log(UFC/mL)

9.5 - T

Figura 7. Andlisis de comparacién de medias de los tratamientos evaluados en
el ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006. Las letras representan los grupos homogéneos obtenidos al
aplicar la técnica LSD con a=0,95.
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Teniendo en cuenta el analisis anterior, es claro que en la etapa siguiente de
optimizaciéon se debe evaluar un rango de concentraciones de fuente de
carbono intermedio dentro del espacio experimental que ya se evalué en las
dos etapas en combinacion de concentraciones un poco mas altas de la fuente
de nitrégeno, dado que se mantiene la tendencia directamente proporcional
con la respuesta.

A continuacion se presenta la ecuacidon del modelo matematico, la cual esta
codificada por factores y niveles:

Log (UFC/mL) = 9,58827 - 0,393833A
+0,181333B + 0,00483333AB (2)

R-cuadrada =91,4573%

El grado de ajuste del modelo matematico generado (Ec. 1) es bueno, ya que
para procesos bioldgicos un 90% de ajuste se considera aceptable; en este caso,
el modelo explica el 91,4% de la variabilidad presentada en el experimento.

En la Tabla 9 se muestran los niveles que permitirian teéricamente optimizar la
variable respuesta, si se aplicara el modelo matematico obtenido arriba, dentro
del espacio experimental enmarcado por los niveles de los factores.

Tabla 9. Optimizacion de la concentracion con la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 en Erlenmeyer de 125 mL

Ito
Factor A -1,0 1,0 -1,0
Factor B -1,0 1,0 1,0

Meta: maximizar: Log (UFC/mL)
Valor 6ptimo = 10,1586

Del modelo se concluyd que la respuesta éptima se encuentra hacia el nivel bajo
(-1) de la fuente de carbono y el nivel alto (+1) de la fuente de nitrégeno; esto es
coherente con los analisis realizados previamente en esta etapa exploratoria en
Erlenmeyer de 125 mL.

En conclusion, se determind que la fuente de nitrégeno organica continué
presentando un efecto positivo sobre el crecimiento de P. fluorescens Ps006 en
Erlenmeyer de 125 mLy, por tanto, se evaluaran concentraciones mas altas para
la optimizacion a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. Para la fuente de carbono se
obtuvo un efecto negativo que indica que el valor 6ptimo se sobrepasé y se debe
encontrar con concentraciones mas bajas a las evaluadas. La relacion fuente de
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nitrégeno organico/fuente de nitrégeno inorgdnico se sigue utilizando como
pardmetro en un valor de 2,8/1. El stock de sales también se sigue usando como
pardmetro en el valor definido en el ensayo de microplaca.

Etapa 3: Ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

Con la informacién obtenida en el montaje anterior, se aplico un nuevo disefio
experimental factorial completo con tres factores a dos niveles en Erlenmeyer
de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL (Tabla 10).

Tabla 10. Matriz de niveles usada para la fermentacion de la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

Factor A (FC) (g/L)
(FNO) (g/L) (FNI)(g/L)

=il 2,52 3,87 1,35
0 5,04 7,62 2,7
1 7,56 11,43 4,05

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones
de las fuentes de carbono y nitrégeno orgdnico e inorgénico listadas en la Tabla
10, con agua destilada; adicionalmente se preparé una solucion de diferentes
sales; las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. lgualmente
se realizd un inéculo de 1x107 UFC/mL en Tween al 0,5%, a partir de una caja
crecida durante 48 h.

Cada Erlenmeyer contenia 25 mL como resultado de la mezcla de los siguientes
componentes: 2,5 mL de fuente de carbono, 2,5 mL de fuente de nitrégeno
organico, 2,5 mL de fuente de nitrégeno inorganico, 2,5 mL de solucion de sales,
12,5 mL de agua destilada y 2,5 mL de indculo. Las diferentes combinaciones de
los niveles dieron como resultado nueve tratamientos, los cuales se montaron
por triplicado (Tabla 11).

Tabla 11. Tratamientos evaluados para la fermentacién de la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

s |

1 1 0

2 =i =i
3 =il 1
4 0 1
5 0 -1
6 0 0
7 1 -1
8 =i 0
9 1 1

Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.) 71



Los Erlenmeyer se ubicaron en un shaker con agitacién de 170 rpm y 30°C
durante 48 h. Al cabo de este tiempo se realizaron diluciones seriadas de 10"
a 107en Tween 0,5% y se sembraron 10 uL de las tres ultimas diluciones en
cajas de agar LB; las cajas fueron incubadas a 30°C, durante 24 h, tiempo en
el que se hizo el recuento de las UFC (Tabla 12). El resto del medio de cultivo
fue centrifugado en tubos de 30 mL, los cuales habian sido pesados con
anterioridad, a 15.000 rpm, durante 15 minutos; estos tubos fueron secados
a 28°C, hasta obtener un peso constante para determinar la biomasa seca
(Tabla 12).

Tabla 12. Viabilidad y biomasa obtenida para el ensayo de optimizacién en
Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

Log (UFC/mL) CV (%) Biomasa seca (g/L) CV (%)
1

10,31 0,07 3,52 8,96
2 10,22 0,27 2,00 3,81
3 10,35 0,66 4,16 4,85
4 10,02 0,83 5,20 1,23
5 10,29 0,04 1,84 6,65
6 10,30 0,51 3,48 9,27
7 10,09 0,31 2,08 3,85
8 10,26 0,45 2,24 7,77
9 10,36 0,47 5,16 9,75

%CV: coeficiente de variacion en porcentaje.

Se observé que los resultados de viabilidad obtenidos son, por mucho, mejores
a los obtenidos en la etapa exploratoria, porque el promedio de todos los
tratamientos estuvo por encima de 1x10" UFC/mL (Tabla 12) y, ademas, el
promedio general de todos los tratamientos fue significativamente superior al
obtenido en la etapa dos (1,7x10" UFC/mL vs 3,9x10° UFC/mL). El valor maximo
obtenido fue de 2,3x10'" UFC/mL para el tratamiento nueve; el limite minimo
para que el proceso de fermentacion tenga potencial de ser aplicado para la
formulacion de un bioproducto esta en 1x10' UFC/mL, por lo que cualquiera
de los tratamientos evaluados en esta etapa cumpliria con los requerimientos
para la formulacion de este.

Al analizar los resultados de laTabla 12 se observé que, en promedio, la biomasa
seca obtenida es significativamente diferente a la obtenida en la etapa dos (3,30
g/Lvs 2,47 g/L). El valor méximo se obtuvo con el tratamiento cuatro con 5,2 g/L
de biomasa seca y que correspondié al nivel base de la fuente de carbono y al
nivel alto de la fuente de nitrégeno.
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Ya que no se observé una relacion lineal entre la viabilidad (expresada como Log
(UFC/mL)) y la biomasa seca obtenida en los diferentes tratamientos, para los
analisis estadisticos posteriores se usé como variable de respuesta la viabilidad, ya
gue se espera que presente una interferencia mucho menor que la biomasa seca.

Tabla 13. Andlisis de varianza para la viabilidad en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125
mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

A: Factor_A 0,00288852 0,00288852 0,20 0,6613
B: Factor_B 0,00824259 1 0,00824259 0,57 0,4614
AA 0,0241999 1 0,0241999 1,66 0,2132
AB 0,0158318 1 0,0158318 1,09 0,3106
BB 0,0272589 1 0,0272589 1,87 0,1876
Blogues 0,0104885 2 0,00524423 0,36 0,7026
Error total 0,277127 19 0,0145856
Total (corr.) 0,366037 26

*Indica diferencia.

El andlisis de varianza mostré que ninguno de los dos factores (fuente de
carbono y fuente de nitrégeno organico) o su interaccién presentd un efecto
significativo sobre las células viables al final del proceso de fermentacién con
la cepa de P. fluorescens (Tabla 13). Esto es un indicativo de que el espacio
experimental explorado esta en las cercanias de lo 6ptimo y que el rango de los
factores fue dilucidado con éxito.

En el diagrama de Pareto (Figura 8) se comprobé que ninguno de los factores
presento un efecto significativo, al igual que su interaccién. La interaccion entre

Diagrama de Pareto Estandarizada para Var_1

T T T T
I+
B8 _ = -
an | | |
ae | | |
B:FaCtor_B I:l
A:Factor_A -
L L L L L L L
0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4

Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono, y Factor B: fuente de nitrégeno orgénico.

Figura 8. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 crecida en medio liquido en Erlenmeyer de 125 mL.
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Factor A: fuente de carbono, y Factor B: fuente de nitrégeno organico.

Figura 9. Grafica de superficie de respuesta del efecto de las fuentes nutricionales
sobre la viabilidad de la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

las fuentes de carbono y nitrégeno presenté la mayor magnitud, mientras que
la fuente de nitrdgeno mostré un efecto positivo y la fuente de carbono un
sentido negativo, pero en magnitud similar.

Enlasuperficie derespuesta (Figura 9) se puede observar el espacio experimental
del montaje. La geometria obtenida fue plana, debido a que los tratamientos se
comportaron de una manera similar, sin embargo, se observa un maximo para
la fuente de nitrégeno, cercano al nivel base (0), para la fuente de carbono se
observa un “valle” en el nivel base (0) y valores maximos en los extremos (nivel
-1y 1), por lo que se debe complementar este andlisis grafico con el diagrama
de Pareto y el andlisis de comparacién de medias, para la toma de decisiones.

En la Figura 10 se pueden observar los grupos homogéneos formados a partir
del analisis de comparacién de medias, aplicando la técnica LSD (minima
diferencia significativa), con un nivel de confianza del 95%. El tratamiento nueve
fue el que presento la mayor respuesta (con 2,3x10'°UFC/mL), y el tratamiento
cuatro, la menor (con 1,9x10" UFC/mL); dentro del grupo homogéneo, con la
mejor respuesta se ubicaron los tratamientos codificados como T1, T3, T5,T6 y
T9, mientras que los tratamientos codificados como T4 y T7 presentaron la peor
respuesta y fueron estadisticamente diferentes al resto.

Para la relacién carbono/nitrégeno de 8,5 (tratamientos T2, T6 y T9) se presentd
una relacién directamente proporcional, es decir, a medida que se aumento
la concentracién de la fuente de nitrégeno se observé un aumento en la
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Figura 10. Andlisis de comparacién de medias de los tratamientos evaluados en el ensayo de
optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006. Las letras
representan los grupos homogéneos obtenidos al aplicar la técnica LSD con a=0,95.

concentracién bacteriana expresada como UFC/mL. Por otro lado, también se
observé que las mejores respuestas en viabilidad se obtuvieron con relaciones
de C/N bajas o altas, mientras que con relaciones de C/N intermedias se
obtuvieron los peores resultados; esto apunta hacia la conclusién de que el
balance nutricional del medio de cultivo es un factor critico para la obtencién
de viabilidades éptimas.

Posteriormente, se aplicdé un algoritmo de optimizacion; los resultados se
presentan en la Tabla 14, se obtuvo un valor de 2,52 g/l para la fuente de
carbono y de 9,89 g/l para la fuente de nitrégeno, con una relacién de C/N de
3,92, cercana a la obtenida con el tratamiento cinco, en el que se obtuvo una
concentracion final de 1,9x10'° UFC.mL".

Tabla 14. Niveles tedricos para optimizar la concentracion del aislamiento
de Pseudomonas fluorescens Ps006

e L L | ot

Factor A -1,0 -1,0 2,52
Factor B -1,0 1,0 -0,110381 7,20 : 2,69

Valor 6ptimo: Log (UFC/mL) =10,3237
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A continuacién se presenta la ecuacién del modelo cuadratico codificado:

Log (UFC/mL) =10,2467 - 0,0126678A + 0,0213991B
+0,0635084*A? + 0,0363224AB - 0,0674029B? (3)

R-cuadrada = 24,29%

El modelo matematico no presentd un buen ajuste, por tanto, el analisis se
debe enfocar a los analisis directos sobre los datos experimentales generados,
no sobre los predichos. Sin embargo, es claro que los efectos de los factores
individuales y sus interacciones son consistentes con los obtenidos en el
diagrama de Pareto (Figura 8).

En conclusidn, segun los resultados del analisis de comparacion de medias
(Tabla 14), el analisis de las respuestas en funcidn de la relaciéon de C/N (Figura 9)
y las viabilidades obtenidas, se tomé la decisidon de continuar con una validacién
en el tiempo de los mejores resultados obtenidos (tratamientos T3 y T9), usando
un volumen mayor.

Etapa 4: Ensayo de validacién en Erlenmeyer de 500 mL

Los mejores tratamientos seleccionados en la etapa anterior (T3 y T9) se
validaron en Erlenmeyer de 500 mL, dos veces en el tiempo, para determinar la
reproducibilidad de los resultados a una escala mayor.

La metodologia seguida fue similar a la aplicada en la etapa tres; se utilizd 100 mL
del medio de cultivo correspondiente a cada tratamiento, se ubicé en Erlenmeyer
de 500 mL para mantener la relacién de volumenes dentro del sistemay se llevé a
cabo el proceso de fermentacion bajo condiciones idénticas. Al finalizar se evalué
de nuevo la concentracién final obtenida y la biomasa bacteriana.

EnlaTabla 15 se presentan los resultados obtenidos en concentracién bacteriana
y en biomasa:

Tabla 15. Concentracién (expresada como UFC/mL) y biomasa (expresada
como g/L) obtenida para el ensayo de validacion en Erlenmeyer de 500 mL
con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

X S %CV X S %CV
13 10,212 0,171 1,147 3,397 0,0074 8,677
19 10,764 0,074 0,691 4,357 0,0113 10,159

Se observé que los resultados obtenidos en concentraciéon son consistentes
en el tiempo y tienen coeficientes de variacion inferiores al 2%. En el caso de
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la biomasa, para la primera repeticion en el tiempo se obtuvieron coeficientes
de variacién relativamente altos (superiores al 10%), que fueron atribuidos
a problemas asociados con la técnica de cuantificacion de la biomasa seca
obtenida después de la centrifugacién de las muestras de biomasa himeda.
Sin embargo, esta posible fuente de error experimental se elimind para la
segunda repeticién en el tiempo y se obtuvieron resultados consistentes y con
un coeficiente de variacién inferiores al 10%.

Al graficar los datos experimentales obtenidos en Erlenmeyer de 125 mL
y los obtenidos en las dos réplicas en Erlenmeyer de 500 mL se present6 un
coeficiente de variacién entre 10%y 12% para el factor biomasa y un coeficiente
de variacidon entre 1% y 2% para el factor concentracidon (expresada como
UFC/mL); estos resultados indican que existiéo reproducibilidad adecuada,
especialmente del factor mas critico que es la concentracion final de la bacteria,
ya que este pardmetro es usado como linea base para el proceso de formulacién
del bioproducto (Figuras 11y 12).
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Lote de produccién

Figura 11. Viabilidad (UFC/mL) obtenida en diferentes volimenes con dos tratamientos previamente
seleccionados (T3 y T9), para la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

Dado que se cumplié con el requisito de reproducibilidad en el tiempo
para el proceso de fermentacidon a nivel de laboratorio con la bacteria P.
fluorescens Ps006, se procedio a llevar a cabo un montaje a nivel de banco,
usando un biorreactor Airlift que fue previamente disefado y puesto en
marcha en trabajos anteriores en el Laboratorio de Control Bioldgico del
CBB de Corpoica (Flérez, 2002).
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Figura 12. Biomasa (g/L) obtenida en diferentes volimenes con dos tratamientos previamente
seleccionados (T3 y T9), para la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

Enconclusién,seseleccionéeltratamientonueveporpresentarconsistentemente
los mejores resultados en magnitud, tanto de concentracién como de biomasa,
en comparacion con el tratamiento uno, en los dos volumenes evaluados a nivel
de laboratorio.

Etapa 5: Ensayo de produccién de biomasa a nivel de biorreactor Airlift
de 20 litros

Con la informacidn obtenida durante el desarrollo del medio de cultivo (Etapas
1-4), se estandarizé la composicion de nutrientes para la producciéon masiva de
biomasa de la rizobacteria P. fluorescens Ps006 (Tabla 16).

Tabla 16. Composicion del medio de cultivo estandarizado para ser evaluado en biorreactor Airlift
para produccion de biomasa de Pseudomonas fluorescens Ps006

Factor A

Tratamiento

(Fuente de carbono) (g/L) (Fuente de nitrogeno (Fuente de nitrégeno
organico) (g/L) inorganico) (g/L)
1* 7,56 11,43 4,05

*Corresponde al tratamiento nueve de la etapa cuatro.

Se usé un criovial conteniendo P. fluorescens. Ps006 proveniente de la coleccion
banco de trabajo; la reactivacion se llevé a cabo en agar LB, durante 48 h, a 28°C;
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a partir de este pase se inocularon cuatro Erlenmeyer de 1000 mL, los cuales
contenian 500 mL del medio de cultivo. Estos indculos se dejaron en incubacion
a 175 rpm, durante 24 h, a 28°C, y se les determind la viabilidad mediante
recuento en placa (Tabla 17).

Tabla 17. Viabilidad del inéculo de Pseudomonas fluorescens PsO06 para la produccion de biomasa
en biorreactor Airlift

R1 R2 R3 R1 R2 R3 X S %CV
1,21x10° 1,64x10° 1,47x10° 8,0828 8215 8,167 8,155 0,067 0,82

Por otra parte, el biorreactor Airlift se llevéd a esterilizacién a 121°Cy 15 Lb
de presidn, durante 15 min. Simultdneamente se prepararon 18 L de medio
fresco; este volumen de medio fue esterilizado bajo las mismas condiciones
mencionadas arriba. En cabina de flujo laminar y bajo condiciones estériles se
llevé a cabo el llenado y posterior inoculacién del biorreactor, usando el in6culo
obtenido del paso anterior.

La fermentacidn se realizd bajo las siguientes condiciones: temperatura: 28°C,
controlada mediante el uso de un controlador PID analogo, acoplado a una
resistencia. Aireacién: ajustada manualmente a un valor de 0,70 vvm, previa
filtracién y humidificacion del mismo. Tiempo de fermentacién: 48 h, segun los
datos experimentales en Erlenmeyer.

Se realizé un muestreo al final de la fermentacién, utilizando el puerto
destinado para tal fin, acoplado a una bomba peristaltica. Para la determinacion
de la viabilidad se tomaron 25 mL del caldo de fermentacién en un Erlenmeyer
estéril y para la cuantificaciéon de biomasa seca se tomaron 100 mL del caldo de
fermentacion, por cuadruplicado, para ser posteriormente separados usando
una centrifuga.

Tabla 18. Viabilidad (expresada en UFC/mL) para el ensayo de la produccién de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en biorreactor Airlift

[ S S

R1 R2 R3 R1 R2 R3 X S %CV
0 1,21x107  1,64x107  1,47x10 7,083 7,215 7,167 7,155 0,06689 0,93
48 1,10x10°  9,90x10°  1,19x10™ 10,041 9,996 10,076 10,038 0,05461 0,54

La concentracion de células inicial en el fermentador fue aproximadamente
de 1x10” UFC/mL, igual que como se habia hecho en las anteriores pruebas
para optimizar el medio de cultivo. En el muestreo final, a las 48 h se observo
turbidez del medio, sin presentar olores fuertes; la concentracién en este tiempo
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fue aproximadamente de 1,09x10'° UFC/mL; se esperaba que la concentracién
en este tiempo fuera mayor de 1x10' UFC/mL, como se habia obtenido en
Erlenmeyer de 125 mL y 500 mL. Por otra parte, en trabajos posteriores se
evaluaran las condiciones fisicoquimicas en biorreactor (aireacion) que pueden
llegar a incrementar los niveles de concentracién final.

Tabla 19. Biomasa (gramos) para el ensayo de la produccién de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en biorreactor Airlift

Biomasa (g/L)
R1 R2 R3 R4 X S %GV

48 4.4 38 5,7 8IS 4,35 0,01 6,92

La biomasa seca obtenida mediante centrifugacion sigue una tendencia similar
a la concentracién, llegando al punto mas alto probado a las 48 h.

En la literatura Unicamente existe informacion acerca de la remocién de
contaminantes en aguas negras con Pseudomonas sp. en biorreactores tipo
Airlift, pero son escasos los datos acerca de la produccién de biomasa en dicho
fermentador, por lo que no se tiene referencia con los posibles resultados
encontrados en este montaje, ni es posible su comparacién.

La mayor cantidad de biomasa que se obtuvo en el fermentador Airlift fue
de 4,35 g/L, valores similares a los alcanzados en Erlenmeyer de 500 mL, que
fueron aproximadamente de 4,5 g/L, en promedio; esto demuestra que hay
reproducibilidad del proceso y se mantienen las magnitudes adecuadas para
satisfacer los requerimientos de los procesos downstream a la fermentacién. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que esta técnica de secado de la biomasa
puede tener varias interferencias provenientes del medio de cultivo.

Conclusion

Se llevé a cabo el disefio, estandarizacién y validacién exitoso del proceso
de produccién de biomasa de P. fluorescens Ps006 mediante fermentacion
liquida. Los niveles de concentracion de células viables y de biomasa obtenidos
son adecuados para ingresar a las operaciones unitarias relacionadas con la
formulacion de un bioproducto.
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