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1. Resumen.

Existen microorganismos, asociados a las raices de las plantas, capaces de
secretar sustancias que promueven el crecimiento de las plantas a las que estan
asociados; tal es el caso del acido indolacético (AIA) que es un tipo de auxina
(hormona de crecimiento vegetal). La presente propuesta de investigacion tuvo
como objetivo principal la optimizacion de los pardmetros de operacion de un
biorreactor marca New Brunswick modelo BF115-2116354 en la produccion de

acido indolacético de origen microbiano.

Diferentes microorganismos asilados previamente por este grupo de trabajo, a
partir de muestras de suelo rizosférico y no rizosférico de un ambiente extremo en
el municipio de Mexicali B. C., son capaces de producir AIA en medio King B bajo
condiciones de laboratorio. Por esta razén se consideran a estos microorganismos
con un gran potencial biotecnolégico para ser aplicados en los cultivos de la

region.

Durante esta tesis se realizaron dos experimentos principales. El primer
experimento (DOE1) se enfocO en la validacion en maceta de la aplicaciéon los
aislados bacterianos a la rizosfera de plantas de maiz para determinar los efectos
sobre su crecimiento de altura, diametro de tallo, biomasa hiumeda y seca, longitud

de las raices.

El segundo experimento (DOE2) se dirigi6 a la seleccion de los factores de
optimizacién del biorreactor New Brunswick para producir biomasa bacteriana
productora de AIA. Se seleccion6 un disefio de experimento factorial
completamente al azar 4x2x2 balanceado con k=3 factores: pH (7, 8, 9, 10),
Temperatura (32 °C y 40°C) y velocidad de agitaciéon (150 y 250 rpm) con 3
repeticiones de cada muestra para evaluar los 5 aislados bacterianos. En una

primera etapa se corrieron 240 unidades experimentales en viales de 15 ml en



incubadoras con agitacion MaxQ 4000 de Termo Fisher Scientific, solo los mejores
resultados de produccion del AIA se corrieron en el Biorreactor New Brunswick
para buscar los pardmetros de optimizacion de la produccion de AlA.



2. Introduccién.

La produccion de moléculas derivadas del metabolismo celular microbiano
(proteinas, aminoacidos, compuestos organicos, alcoholes, solventes, antibiéticos,
entre otros) ha cobrado importancia en las dltimas décadas, debido a que
tedricamente los microorganismos pueden producir todos los metabolitos
presentes en sus redes de trabajo metabdlicas y a que muchas de estas
biomoléculas tienen aplicaciones en la industria.

Mediante el empleo de biorreactores, donde se llevan a cabo de manera aséptica
y controlada las transformaciones bioquimicas microbianas necesarias para la
generacion de alguna biomolécula en la produccién de productos generados por el
metabolismo microbiano (Bhattacharyya et al., 2008; Pandey et al., 2008). Para
ello debe considerarse la medicion de variables relevantes en el control del
bioproceso, tales como oxigeno disuelto, concentraciones, mezclado,
transferencia de calor, temperaturas, control de pH, suministro de nutrientes y/o
reactivos (Perry, 2003), pues esto permite mantener dentro de un intervalo
adecuado los pardmetros criticos y asi garantizar la reproducibilidad del
bioproceso y optimizar el objetivo a alcanzar dentro del biorreactor.

En esta investigacion se establecieron los parametros de operacién y control para
la produccion por lote de acido indolacético (AlA) de origen microbiano, el cual es
una fitohormona del grupo de las auxinas: moléculas cruciales en muchos
procesos del desarrollo vegetal, tal como crecimiento, tropismo, enraizamiento de
esquejes, diferenciacion vascular, etc. (Celis y Gallardo 2008). Existen
microorganismos que producen este tipo de fitohormonas conocidos como
microrganismos promotores del crecimiento de plantas, ya que logran un efecto
positivo en el crecimiento y desarrollo de una planta. Este tipo de microorganismos
actua de distintas maneras: 1) promueven el crecimiento proveyendo a las plantas
de nutrientes como N, P, K, Fe) modificando los niveles de hormonas en la planta
a través de la produccién de enzimas como la ACC deaminasa y/o la produccién
de &cido indol acético y 3) convirtiendose en agentes de control biolégico para las
plantas (Meena et al., 2013).
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En el laboratorio de Bioingenieria de la Facultad de Ingenieria de la UABC
Mexicali, se han aislado y seleccionado bacterias capaces de producir auxinas en
condiciones in vitro (Lopez 2015; Saldafia, 2016). Sin embargo, se desconocen los
valores de los parametros necesarios para escalar el proceso de produccion de
estas biomoléculas de nivel matraz a nivel biorreactor en cultivos por lote.

Las pruebas de crecimiento de microorganismos y produccion de AIA en
condiciones de laboratorio es fundamental para la determinacion de las variables
de operacion del biorreactor. Como primera etapa se establecio la operacion
técnica apropiada de un biorreactor New Brunswick de 7.5 L., (Fig. 1). Como
segunda etapa se seleccion6 el microorganismo que se desarroll6 en el
biorreactor para ejecutar diferentes pruebas de operacion.

La modificacion de las condiciones o variables ambientales durante el crecimiento
de microrganismos en un biorreactor controlado permitieron obtener las variables

optimas del desarrollo del proceso.

A New Brunsw ick

S

HuF1o CalhGerr 115

Figura 1. Biorreactor New Brunswick.
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3. Marco teodrico.

3.1.Hormonas de crecimiento en plantas.

Entre los microrganismos, las bacterias tienen especial importancia entre la
relacion suelo-planta y son responsables del incremento o disminucién en el
suministro de nutrientes como también en la produccion de factores de crecimiento
(fitohormonas); algunas bacterias se destacan por su potencial como
biofertilizantes debido a que son capaces de producir sustancias promotoras de
crecimiento vegetal que inciden grandemente en el rendimiento y en la calidad de
los cultivos.

Estudios realizados han demostrado que ciertas poblaciones de bacterias ademas
de fijar nitrdgeno también segregan sustancias promotoras del crecimiento
(auxinas, giberelinas, citoquinas), las cuales benefician a la planta en una forma
multidimensional. Las hormonas promotoras del crecimiento vegetal como lo es la
auxina: Acido Indol Acético (AIA) (Fig. 2) induce la deformacion y aumento de
pelos radiculares, logrando con esto mayor captacion de nutrientes y promoviendo
en consecuencia el crecimiento y rendimiento de los cultivos.

Se ha establecido que las rizobacterias promotoras del desarrollo vegetal (plant-
growth promoting rhizobacteria, PGPR), juegan un papel primordial en los cultivos
permitiendo disminuir la utilizacion de fertilizantes quimicos, aumentar el
rendimiento, acortar ciclos y, por consiguiente, reducir la contaminaciéon ambiental.
Las bacterias representan una alternativa para mejorar el aporte nutricional de las
plantas; dentro de los efectos benéficos se destacan la secrecién de reguladores
de crecimiento de plantas como auxinas mejorando los procesos de germinacion

de semillas, nutricion, desarrollo de raices, etc. (Lara et. al, 2011).
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Figura 2. Molécula de AIA 12



3.2.Auxinas y produccion de acido indol acético (AlA).

Las auxinas son un grupo derivado del triptéfano, sintetizados por lo general en los
apices de las plantas y estan implicados en varios eventos relacionados con el
crecimiento y diferenciacion celular. Se sabe que participan en la regulacién de
algunos procesos que ocurren en los tejidos vegetales como el crecimiento celular,
estimulacion del crecimiento del tallo, el inicio de la division celular, la formacion
de tejidos no diferenciados (tejido calloso), la diferenciacion del tejido vascular y la
formacion de organelos (raices, flores y frutos). En plantas, las auxinas tienen que
ver con la dominancia apical. La auxina natural mas comun es el acido Indol-3-
acetico (AIA) (Roman, 2003).

Muchas plantas superiores crecen mas por alargamiento celular que por
proliferacion celular, el tamafio y forma de la planta estd determinada
primeramente por la cantidad y direccion de ese alargamiento. El nombre auxina
significa en griego “crecer” y es dado a un grupo de compuestos que estimulan la

elongacion (Mc. Dougall y Hillman, 1978).

3.3.Bacterias aisladas de ambientes extremos.

Los microorganismos extremoéfilos que son capaces de sobrevivir y crecer
Optimamente a temperaturas por debajo de los 10 °C y por encima de los 50 °C, a
valores de pH por debajo de 5.0 y por encima de 8.0, a una presion mayor a 1 atm
y a concentraciones de sal mayores a 30 g/L son definidos como microorganismos
extremofilos.

Los extremofilos son encontrados en areas geotermales con altas temperaturas,
regiones polares con temperaturas alrededor del punto de congelacién del agua,
en la profundidad de los océanos con muy alta presion y en manantiales acidos
con bajo a alto pH, respectivamente (Constantinos y Antranikian, 2004).

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron aislados de un suelo arido
con pH de 9.3, conductividad eléctrica de hasta 43 mS/cm y con bajo contenido de
materia organica (0.18 %) (Saldafia, 2016).
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3.3.1. Clasificacién de microorganismos extremofilos

Los organismos extremofilos dependiendo de la condicion extrema bajo la cual
estén sometidos constituyen varios grupos fisioldgicos conocidos como bardfilos,
alcaldfilos, acidofilos, haldfilos, psicrofilos, termdéfilos e hiperterméfilos (Mose et al.,

2002) Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de microorganismos extremofilos.

EXTREMOFILOS MINIMO OPTIMO MAXIMO
Termofilos >50°C >60°C
Termdfilos extremos >35°C 265°C >70°C
Hiperterméfilos >60°C =>80°C >85°C
Acidofilos pH >0 25<pH=<3.0
Alcalinotolerantes pH < 8.5 pH=9.0
Alcaldfilos pH < 8.5 pH =10
Haldfilos tolerantes 2% < NaCl < 5%
Halofilos moderados 5% = NaCl = 20%
Halofilos extremos 20% < NaCl = 30%
Psicrofilos =0°C <25-30°C
Barofilos >0.1 MPa = 10-50 MPa © 100 MPa

Fuente: Weigel 1998, citado por Olliver et al., 2000.

3.4.Biorreactores.

El disefio de reactores y la cinética quimica constituyen la base de produccion de
casi todos los productos quimicos industriales. La cinética quimica es el estudio de
las velocidades de reaccion quimicas y los mecanismos de reaccion. En el estudio
de la ingenieria de las reacciones quimicas, se combina el estudio de la cinética
guimica con los reactores en los cuales se llevan a cabo dichos procesos (Fogler,

2008).
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Un biorreactor es un reactor en donde se llevan a cabo las reacciones biologicas
de células, tejidos y microorganismos. La importancia del uso de microorganismos
para sintetizar productos quimicos comerciales aumenta cada vez mas. La
cantidad de productos quimicos, agricolas y alimenticios que se obtienen por

biosintesis se ha incrementado significativamente (Fogler, 2008).

Antiguamente se utilizaba el término fermentador para referirse a un biorreactor
(reactor bioldgico), pero actualmente el término se ha extendido también a los
procesos aerobios. Los procesos bioldgicos son usualmente aseépticos y tiene
lugar en recipientes mantenidos a una presion positiva de aire estéril para evitar la
entrada de microorganismos contaminantes e impedir el deterioro de la calidad del
producto.

Las actividades asociadas con reactores biolégicos incluyen la medicion de gases
como el oxigeno disuelto, concentraciones, el mezclado, la transferencia de calor,
temperatura, el control de pH, la alimentaciébn de nutrientes y reactivos (Perry,
2003).

El principal biorreactor de la industria es el biorreactor discontinuo o por lotes (Fig.
3), tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de figura 3 Biorreactor.

A | Motor de agitacién. K | Paleta para romper la espuma.

B | Unidad de reduccidon de velocidad. L | Salida del agua de refrigeracién.
C | Entrada de aire. M | Deflector.

D | Salida de aire. N | Serpentines refrigerantes.

E | Vélvula de circulacidon de aire. O | Entrada de agua de refrigeracion.
F | Cierre del eje. P | Mezclador.

G | Mirilla de vidrio con luz. Q | Difusor.

H | Tuberia para limpiar la mirilla. R | Punto de apoyo y soporte del eje.
| | Boca de hombre con mirilla. S | Salida.

J | Eje del agitador. T | Valvula de muestreo.

15
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Figura 3. Biorreactor

El metabolito seleccionado en este proyecto fue el acido indolacético, el cual es
una fitohormona del grupo de las auxinas.

Las auxinas desempefian un papel crucial en muchos procesos del desarrollo
vegetal, tal como crecimiento, tropismo, enraizamiento de esquejes, diferenciacion

vascular, etc. (Lopez, 2015, Saldafa, 2016).
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4. Antecedentes.

En la actualidad y con el avance en el campo de la biotecnologia los biorreactores
son importantes en los distintos campos de la industria e investigacion. Se

mencionan los antecedentes mas relevantes.

Los biorreactores tienen origen e importancia temprana en la historia. Tabla 3.

Tabla 3. Principales eventos utilizando biorreactores a través de la historia

ANO EVENTO
4000-3000 A.C. | Horneado, Cervecero
2000 A.C. Produccién de etanol y destilacion (China)
1923 Produccion comercial de acido citrico (Pfizer, USA)
1940s Produccion de Penicilina por fermentacion (USA)
1950s Disefio y escalamiento de grandes fermentadores aireados
19708 Se crearon mas de 100 medicamentos y vacunas producidas
por bioprocesos
1980s Se logra el control de los biorreactores por lote alimentado

Fuente: Heinzle et. al, 2006; Dochain, 2008.

Antes del afio 500 a.C. los Babilonios producian cerveza en tanques que tenian la
funcién de un biorreactor y de igual manera un caso similar para el vino. Desde
entonces fue comprendida la importancia de los componentes del ambiente y las
condiciones de operacién del reactor. Esto permitié producir pan y quesos con
levaduras en Egipto hace méas de 3000 afios (Schaechter, 2004).

La bacteria Azospirillum brasilense metaboliza el triptéfano y produce diversos
metabolitos; entre ellos el &cido indol acético. La bacteria A. brasilense se ha
utilizado con éxito como inoculante de gramineas y, concretamente, en la region
noreste de México en el Estado de Tamaulipas en los cultivos del maiz y el sorgo
donde se ha demostrado que incrementa los rendimientos de grano hasta un 36%

respecto a plantas no inoculadas. A. brasilense es capaz de metabolizar el
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triptéfano (TRP) y sintetizar, a partir de €l, compuestos tales como el acido indol
aceético (AlA). El AlA se detecta durante el crecimiento de cultivo bacteriano por la
activacion del gen ipdC que se activa en presencia del TRP. La ausencia del TRP
induce la produccién del AIA, mismo que solo se observa durante la etapa tardia
de la fase estacionaria. La mutacién de los genes ipdC y trpD de A. brasilense
cepa SP7 inducen a que la bacteria utilice varias rutas metabdlicas para la sintesis
de indoles y, en especial, AlA a partir del TRP (Hernandez et al., 2008).

Se investigaron los efectos de diferentes concentraciones de auxina y
combinaciones de auxina / citoquinina, tamafios de inéculo y diluciones de los
medios Murashige y Skoog (MS) sobre la biomasa y la acumulacién de fenoles
totales y flavonoides en las raices adventicias de Hypericum perforatum. Las
condiciones optimizadas para el crecimiento del cultivo en matraz de agitacion y la
produccién de metabolitos secundarios fueron de 0.1 mg/L de kinetina con 1 mg/L
de acido indol-3-butirico (IBA), una densidad de indculo de 6 g/L de peso fresco y
medio MS en los cultivos de 5 semanas. Al inocular 6 g/L de raices adventicias en
un biorreactor de burbujas de tipo globo de 3 L (BBTB) que contiene medio MS
complementado con 0.1 mg/L de kinetina con 1 mg/L de IBA, se cosecharon 104.2
g/L de raices adventicias que contenian 56.47 + 0.22 mg/g de peso seco fendlicos
totales, 35.01 + 1.26 mg/g de flavonoides, 0.97 + 0.06 mg/g de acido clorogénico y
1.389 + 0.80 mg/g de hipericina. Los resultados de este estudio contribuyeron a la
optimizacién y el desarrollo de la tecnologia de biorreactores para cultivos de
raices adventicias de H. perforatum para la produccion de hipericina. (Xi-Hua et
al., 2010).

La Tylophora indica es tradicionalmente usada como una planta medicinal para el
tratamiento de bronquitis, asma, alergias e inflamacion. La efectividad del tipo y
concentracion de auxinas tales como el acido indol acético AlA, acido Indol-3
butirico AIB y acido naftalen acético ANA, sobre la induccion de raices adventicias
y hojas de la Tylophora indica fueron probados en medios de cultivos Murashige y

Skoog (MS). El resultado indico que la mejor auxina fue AIA en una Optima
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concentracion de 1 mg/L. Este estudio report6 el primer éxito de la induccion de
raices adventicias de la Tylophora indica lo cual promete un alto potencial de un
gran escalamiento de produccion comercial en un biorreactor para la industria

farmacéutica (Rashmi et al., 2012).

La importancia comercial de la linaza (Linum unitatissimum L.) ha atraido a los
productores a incrementar la produccién de semilla usando varios enfoques de
produccion. Los reguladores del crecimiento de las plantas (Plant growh regulators
PGRs) tienen un papel significante en el mejoramiento de la produccion y de las
caracteristicas de la linaza. Dos hormonas del crecimiento de plantas, auxina y
acido giberélico, fueron aplicados individualmente, asi como también en
combinaciones, en orden para estudiar su efecto en la produccion y sus
componentes en “Neelam” que es una variedad de alto rendimiento de linaza. Se
realiz6 un estudio comparativo bajo condiciones de matraz y de campo. Una dosis
combinada de auxina (1.0 mg/L) y giberelina (200 mg/L) es recomendada para la
mejora de la produccion de la semilla, mientras que una dosis de 0.5 mg/L de
auxina es recomendada para el mejoramiento del crecimiento vegetal. Se
concluyé que los reguladores del crecimiento de la planta pueden ser
exitosamente empleados para mejorar este importante cultivo de semilla (Rastogi
et al., 2013).

En estudios previos realizados en el Centro Interdisciplinario de Investigaciéon para
el Desarrollo Integral y Regional — Sinaloa (CIIDIR-Sinaloa) del IPN, se aisl6 de la
rizosfera de tomate una cepa de Bacillus circulans E9, la cual sobresale por
producir 10.3 pg/mL de AIA y es capaz de promover el crecimiento vegetal
particularmente de plantas de frijol. Esta bacteria fue cultivada en medios
microbiolégicos de laboratorio a nivel matraz, sin embargo, es deseable su

produccion masiva a nivel biorreactor (Sarmiento, 2014).

Se han realizado estudios para generar la optimizacion de las condiciones de

produccion de raices de plantas como la Eurycoma longifolia Jack, que es una
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importante planta lefiosa medicinal para la cual se ha disefiado un cultivo en
biorreactor. Los efectos y tipos de auxinas en el crecimiento de la raiz fueron
estudiados, asi como los efectos de iones amonio, nitratos y las velocidades de
crecimiento de la produccion de fendlicos y flavonoides. El estudio se llevo a cabo
en un reactor tipo matraz burbuja el cual estaba compuesto por medio de cultivo y
nutrientes. Después de un proceso de semanas se obtuvieron altas
concentraciones de acido Indol-3 butirico AIB y &cido naftalen acético ANA (Lulu et
al., 2015)

Con el objetivo de determinar el efecto del acido indol acético (AIA) en el
enraizamiento in vitro de Gigantochloa atter, se ensayaron tres concentraciones
(15, 20 y 25 mg L-1) en el enraizamiento in vitro y se incluyd un tratamiento control
sin regulador del crecimiento. A los 20 dias de cultivo se cuantifico el nimero de
plantas con raices, se midi6 la altura de las plantas (cm) y el largo de la raiz (cm).
Las plantas se transfirieron a fase de climatizacion y después de 20 dias de cultivo
se determind la supervivencia. Los resultados demostraron que el AlA influyé en el
enraizamiento in vitro de G. atter. Al adicionar al medio de cultivo AIA (20.0 mg L-
1) se obtuvieron los mayores porcentajes de formacién de raices (96.0%) y
supervivencia ex vitro (60%) (Garcia et al., 2015).

Se ha estudiado la aplicacién de auxinas para la optimizacién en el crecimiento de
la Moringa oleifera que posee hojas, flores y frutos con un alto contenido de
vitaminas, minerales y proteinas de interés para las industrias alimenticias y
meédicas. Su reproduccion es por semillas y estacas, métodos insuficientes si se
desean introducir nuevos cultivares. El objetivo en este estudio fue establecer un
protocolo para la propagacién in vitro de Moringa oleifera. La cual se realizé por
sistemas convencionales de medio de cultivo semisélido y biorreactores de
inmersion temporal. En el enraizamiento in vitro se evalud la concentracién del
acido naftalen acético ANA y el acido indol butirico AIB (0; 2.5; 5.0; y 7.5 ymol/L) y

el tiempo de explante. Los biorreactores de inmersion temporal incrementaron la
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calidad morfolégica de los brotes y el coeficiente de multiplicacién aument6 de 6.2

a 16.1 para el cultivar (Matos et al., 2016).

El triptéfano es el principal precursor en las vias de biosintesis de AIA en
bacterias. Diferentes vias de sintesis de AIA han sido identificadas en bacterias.
Cinco de estas rutas anabolicas son dependientes de triptéfano. Las vias de
sintesis de AIA mas importantes y ampliamente distribuidas son la via indol-3-
piruvato (IPA) y la via indol-3-acetamida (IAM). La via IPA ha sido reportada
principalmente en PGPB, mientras que la via IAM ha sido descrita en bacterias
fitopatdogenas. Ademas, se han descrito vias de sintesis de AlA independientes de
triptéfano, que han sido estudiadas mediante mutantes y marcaje isotdpico. Estas
rutas anabdlicas en presencia de triptofano aumentan significativamente la
produccion de AIA. ElI aminoacido triptéfano es uno de los principales
componentes del exudado de las raices. La biosintesis bacteriana de AIA puede
contribuir a la supervivencia de bacterias, mediante la destoxificacion de triptéfano
del exudado de las plantas.

Dentro de las bacterias promotoras del crecimiento de plantas productoras de
acido indol-3-acético, se estudié el efecto fitoestimulante de 16 cepas de Bacillus
sobre el crecimiento de la planta Vigna radiata. B. megaterium MiR-4, que
correspondio a la mayor productora de AlA, present6 el mayor efecto promotor del
crecimiento, aumentando la elongacion de los brotes y el nUmero de raices (Vega
et al., 2016).

Un protocolo eficiente para la micropropagacion de Prunus cerasifera fue
utilizando biorreactores de inmersién temporales. Unos nodos extirpados de
plantas cultivadas en el campo se desinfectaron con éxito usando hipoclorito de
sodio al 12% durante 10 minutos. Se evalud la duracion de inmersion, la
frecuencia y la composicién media en los Biorreactores tipo RITA. Se obtuvo una
alta tasa de multiplicaciéon utilizando biorreactores RITA que contienen medio
Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1 mg/L de N6-benciladenina (BAP) y 1
mg/L de &cido indol-3-butirico (IBA) con 20 min/12 h como tiempo de inmersion.
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Se descubrio que los brotes derivados de RITA son mas vigorosos que los
regenerados utilizando el procedimiento estandar. Se observaron niveles mas
altos de pigmentos fotosintéticos en brotes cultivados en biorreactores, durante las
etapas de proliferacidon y enraizamiento, que demostraron un cierto grado de
fotoautotrofia de vitroplantas derivadas de RITA. Una alta proporcion de brotes se
enraiz6 con éxito en un medio liquido MS complementado con 1 g de carbon
activado por L en biorreactores RITA. Durante la climatizacion a la planta, se
registraron tasas de supervivencia superiores al 80%. La fidelidad genética de las
plantas micropropagadas se investigé utilizando marcadores de repeticion de
secuencia inter simple (ISSR). Los resultados demostraron la generacion de
perfiles de amplificacion homogéneos y, por lo tanto, respaldaron la fidelidad

clonal de las vitroplantas regeneradas. (Ameni et al., 2018).
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5. Planteamiento del problema.

Actualmente, la utilizacién industrial de microorganismos o metabolitos para la
obtencién de productos u optimizaciébn de procesos industriales es de gran
importancia.

El desarrollo de la biotecnologia en el ambito de la investigacion e industria, en la
mayor parte de los casos ofrece alternativas viables y sustentables para la
optimizacién de productos o procesos industriales.

Actualmente se debe de realizar un andlisis correcto para disefiar o adquirir el tipo
de biorreactor especifico para el desarrollo controlado de microorganismos y
metabolitos a escala laboratorio o industria. El modelo de biorreactor debe de ser
seleccionado de acuerdo a las caracteristicas especificas ambientales que debe
de ser capaz de proveer para desarrollar un microorganismo o0 metabolito
especifico deseado.

El disefio, desarrollo y aplicacion de los diferentes tipos de biorreactores requiere
de métodos adecuados para la medicion y control de la calidad del
microorganismo que se desee desarrollar o producir.

En el laboratorio de Bioingenieria se han seleccionado bacterias y hongos
capaces de producir auxinas y metabolitos con actividad biocida, respectivamente
(Lopez 2015; Padilla, 2015; Saldafia, 2016). Sin embargo, se desconocen los
valores de los parametros necesarios para escalar el proceso de condiciones
batch a nivel de biorreactor.

La realizacion de pruebas de crecimiento de microorganismos y produccién de
metabolitos en condiciones de laboratorio es fundamental para la determinacion
de las variables de operacién del biorreactor. Como primera etapa se establecio la
operacion técnica apropiada de un biorreactor New Brunswick. Como segunda
etapa considerd la seleccion del microorganismo que se utilizd en el biorreactor
para ejecutar diferentes pruebas de operacion.

La modificacion de las condiciones o variables ambientales durante el crecimiento
de microrganismos en un biorreactor controlado nos permitirdn obtener las

variables 6ptimas del desarrollo del proceso.
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6. Justificacion.

En la region del estado de Baja California existe una gran cantidad de industrias
que utiliza biotecnologia a través de microorganismos para el control de sus
procesos o productos finales.

La industria agricola de la region es un ejemplo de la industria que puede ser
beneficiada con la implementacion de métodos de optimizacion de variables para
la seleccion o disefio de biorreactores.

La busqueda de nuevos méetodos de optimizacion de variables para la seleccion y
disefio es de alto impacto regional ya que puede brindar una informacién
importante para el desarrollo de microorganismos especificos a nivel de
biorreactor.

Este proyecto propone determinar las variables y condiciones oOptimas en un
biorreactor para el cultivo de un microorganismo seleccionado y la produccion del

metabolito de interés.
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7. Objetivos de la investigacion.

7.1.0bjetivo general:

Optimizar los parametros de operacion de un biorreactor New Brunswick para la

produccion de AlA.

7.2.0Dbjetivos especificos:

e Validar los efectos del AIA sobre el crecimiento de plantas de maiz en
maceta a las que se les inocularon diferentes aislados bacterianos

productores de AlA en la rizosfera.

e Medir en el biorreactor las variables: temperatura, agitacion, pH, oxigeno

disuelto, flujo de aire, concentracion celular, entre otros.
e Modificar las condiciones de cultivo de microorganismos y produccion de
metabolitos de interés en funcién de la optimizacién de cada una de sus

variables.

e Determinar los parametros de optimizacion para la operacion de un

biorreactor New Brunswick para la produccion de auxinas (AlA).

25



8. Hipotesis.

La correcta combinacion de las variables de temperatura, agitacion, pH y oxigeno
disuelto permitira optimizar la produccién de AlA en condiciones de un biorreactor.

26



9. Metodologia.

Se realizaron dos experimentos. El primer experimento DOE1 se enfocd en la
validacion de los efectos del AIA sobre el crecimiento de plantas de maiz en
maceta a las que se les aplicaron diferentes aislados bacterianos productores de
AlA en la rizosfera.

El segundo experimento DOE2 se dirigid a la seleccion de los factores de
optimizacién del biorreactor New Brunswick para producir el metabolito de interés
AlA. Se seleccioné un disefio de experimento factorial completamente al azar
4x2x2 balanceado con k=3 factores: pH (7,8,9 y 10), Temperatura (32°C y 40°C) y
velocidad de agitacion (150 y 250 rpm) con 3 repeticiones de cada muestra para
evaluar 5 aislados bacterianos.

En una primera etapa se corrieron 240 unidades experimentales en viales de 15
ml de plastico con rosca y fondo cénico en incubadoras con agitacion MaxQ 4000
de Termo Fisher Scientific, solo los mejores resultados de produccion del AIA se
corrieron en el Biorreactor New Brunswick para buscar los parametros de

optimizacién de la produccion de AlA.

9.1.Efecto de la inoculacién de aislados microbianos en plantas de maiz.
Experimento DOE 1.

Se estudié el efecto de la inoculacion en maiz de cinco aislados bacterianos
productores de acido indolacético. Este experimento se realizé en macetas donde
se inocularon los 5 aislados bacterianos productores de AIA a las plantulas de
maiz de 4 dias de edad. Se inocularon directamente en la rizosfera con diferentes
niveles de indculo bacteriano con el objetivo de determinar el mayor crecimiento
en un determinado tratamiento.

Se selecciond un diseiio de experimento factorial completamente al azar con 5
tratamientos, 3 niveles y 6 repeticiones con los siguientes niveles o
concentraciones: control (0 bacterias), nivel 1= 1x10’ bacterias, nivel 2= 1.5x10°
bacterias en vehiculo de 1.5 ml de medio King B aplicado directamente a la

rizosfera de las plantulas.
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El experimento se llevo a cabo en pequefias macetas en laboratorio (ver seccion
9.1.2) y posteriormente en invernadero en condiciones controladas (27 °C con 12
h de iluminacion y 12 h de oscuridad).

La observacion y evaluacion del crecimiento progresivo de las plantas de maiz se
llevé a cabo en un periodo de 30 dias midiendo durante este periodo la altura
maxima de la planta, una de las siete variables a evaluar. Para ello se tomo la
medida desde el inicio del tallo hasta la punta de la hoja mas alta (Fig. 32). Al
término de los 30 dias se evaluaron el resto de las variables: diametro de tallo,
numero de hojas, biomasa de planta himeda y seca, biomasa de raiz seca y

longitud de raiz (Fig. 33).

9.1.1. Procedimiento de desinfeccion de las semillas de maiz.

Las semillas de maiz se desinfectaron dentro de frascos de vidrio limpios
cubriéndolas con suficiente solucion de detergente comercial y se agitaron
mecanicamente durante 1 minuto. Se retir6 el detergente y se lavaron con agua
purificada retirando posteriormente el exceso de agua. Se adicioné etanol y se
dejaron reposar por 10 segundos. Se retiré el etanol y se agreg6 una solucion de
hipoclorito de sodio al 10% y se agitaron por 10 min. Se retiré el hipoclorito de
sodio y las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril por 5 min.
Se retird por completo el agua destilada de las semillas (Fig. 4). Las semillas

desinfectadas se sembraron en las macetas de laboratorio. (Sanchez, 2015).

Figura 4. Procedimiento de desinfeccion de semillas
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9.1.2. Preparacion de las macetas.

Los ensayos en maceta se establecieron en pequefias macetas de 240 ml
llenadas a un 80% de su capacidad con arena lavada, seca y estéril de
granulometria fina (<2 mm) en condiciones de laboratorio utilizando semilla de
maiz previamente desinfectadas y regadas con agua purificada y solucion nutritiva
de Long-Ashton, 20 ml cada semana durante cuatro semanas. La solucién Long-
Ashton fue preparada de acuerdo a la formulacién de la tabla 4.

Las semillas desinfectadas fueron colocadas dentro de las macetas para su
germinacién y para afadir los respectivos tratamientos con los distintos aislados
bacterianos productores de AlA (Fig. 5). Los codigos de los aislados bacterianos
(AB) es la siguiente: AB1: 5.b.3, AB2: P.3.1.bact2, AB3: 1.3.b.5, AB4: 3.b.2 y AB5:
5.1.b.1

El experimento DOE1l se realizé de la siguiente manera. 1 experimento, 5
tratamientos, 3 niveles y 6 repeticiones; control, nivel 1 (1x10’ bacterias), nivel 2
(1.5x10° bacterias).

e

Figura 5. Inoculacion de bacterias en plantas.
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9.1.3. Riego de las macetas.

Con la finalidad de evaluar los efectos del AlA sobre el crecimiento de plantas de
maiz en maceta a las que se les aplicaron diferentes aislados bacterianos
productores de AIA utilizados en el experimento, se establecieron los tratamientos
respectivos con su debido control en las macetas utilizando semillas de maiz
previamente desinfectadas y se regaron cada semana con 20 ml de solucion
nutritiva Long Ashton. La solucion nutritiva Long Ashton fue preparada segun su

formulacion e indicaciones siguientes Tabla 4.

Tabla 4. Solucidn nutritiva concentrada Long Ashton.

Solucién Reactivo Concentracion g/L
1 KNO3 80.8
2 MgSO,4 73.6
3 Ca(NO3), 188.8
4 NaH,PO,4 36.8
5 MnSO,4 1.69
5 CuSO4 0.23
5 ZnS0O, 0.29
S H3BO3 3.1
5 NacCl 5.9
5 (NH4)6M07024 0.088
6 Citrato férrico 1%

Para preparar esta solucion se deben de separar las soluciones concentradas en
frascos diferentes e identificados con su numero correspondiente de solucion del 1
al 6. No deben de ser almacenadas mezcladas ya que esto provocara precipitados
no deseados. Los componentes de la solucion #5 se almacenan en un frasco
independiente porque de lo contrario precipitaran sus reactivos.

Una vez preparadas las soluciones concentradas, para formar 1 L de solucion

diluida Long Ashton para riego se realiza de la siguiente manera: Las soluciones
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#1, 2, 3, 4, 6 adicionar 5ml de cada una + 1 ml de la solucion #5 para aforar a un

litro.

9.1.4. Determinacion cualitativa y cuantitativa de AIA producido por
los aislados bacterianos en medio King B.

El primer paso de la experimentacion en esta tesis fue comprobar la repetibilidad
de la producciéon de AIA por los aislados bacterianos que se proporcionaron para
esta tesis. Las bacterias se reactivaron, resembrandolas en agar R2A y en caldo
King B con la finalidad de evaluar la repetibilidad de la produccién de AlA la cual
fue positiva para los aislados bacterianos anteriormente mencionadas en el punto
9.1.2. El reactivo Salkowski (Fig. 6) se utiliz6 para la determinacioén cualitativa y
cuantitativa de AIA. La presencia de AIA en el medio se observa por la presencia
de color rojo o magenta (Fig. 7).

Figura 6. Reactivo Salkowski.

Figura 7. Medio King B positivo a AlA.
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9.1.5. Curva de calibracién de AIA y medicion de la concentracion.

Para la cuantificacion de la produccion de AIA en los cultivos microbianos. Se
utilizé un espectrofotometro marca BioRad, modelo SmartSpec Plus (Fig. 8). Se
realiz6 una curva de calibracién con el reactivo de grado analitico 3-indoleacetic
acid de la marca Sigma-Aldrich Cat. No. 87-51-4 a distintas concentraciones 5, 10,
20, 40, 80, 160 mg/L de AIA (Fig. 9). Esta curva de calibracion fue la referencia
para determinar cuantitativamente las concentraciones de AIA producido por los

aislados bacterianos.

Figura 9. Tonalidades de las diferentes concentraciones
de la curva de calibracion de AlA.

La tabla 5 muestra la concentracién de los reactivos para la curva de calibracion
de AIA, mientras que la (Fig. 10) muestra la tendencia de la relacion absorbancia-

concentracion de AlA.
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Tabla 5. Calibracion de AIA

Absorbancia

Concentracién

530 nm | AIA pg/ml
0.182 5
0.289 10
0.739 20
1.564 40
2.562 80
3.761 160

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Concentracion de AIA pg/ml

0

Figura 10. Curva de calibracién de AIA.

y = 8.8115x% + 7.5442x + 5.858

R?=0.9982

9.1.6. Curva de calibraciobn de McFarland y conteo de

bacterianas.

células

La curva de calibracion de McFarland se realizé6 midiendo la densidad 6ptica de

las soluciones de la tabla 6 utilizando un espectrofotometro Marca BioRad Modelo

SmartSpec Plus. La calibracion de la curva McFarland permiti6 conocer

cuantitativamente la concentracion bacteriana en el medio de cultivo.

Tabla 6. Valores de curva de calibracién de McFarland.

# tubo BaCl, 1% (ml) H,SO, 1% (ml) | Bacterias x10°/ml Abs. 600 nm
1 0.1 9.9 300 0.236
2 0.2 9.8 600 0.500
3 0.3 9.7 900 0.763
4 0.4 9.6 1200 0.875
5 0.5 9.5 1500 1.107
6 0.6 9.4 1800 1.308
7 0.7 9.3 2100 1.686
8 0.8 9.2 2400 1.895
9 0.9 9.1 2700 2.077
10 1 9 3000 2.100
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En la (Fig. 11) se muestra la curva de calibracion obtenida de la relacion de

absorbancia-concentracion de bacterias.

35007\~ 13525 - 47.008

2 _
2000 R? = 0.9866 .

2500 -
2000 -
1500 -

1000 -

Bacterias X10%/mL

500 -

Absorbancia 600 nm

Figura 11. Curva de calibracién de McFarland.

9.2.Seleccidn de factores de optimizacién para biorreactor. Experimento
DOE2.

El experimento DOE?2 se dirigio a la seleccion de las variables de optimizacion del
biorreactor New Brunswick para producir biomasa bacteriana productora de AlA.
Se selecciond un disefio de experimento factorial completamente al azar 4x2x2
balanceado con k=3 factores: pH (7,8,9 y10), Temperatura (32°C y 40°C) y
velocidad de agitacion (150 y 250 rpm) con 3 repeticiones de cada muestra para
evaluar 5 aislados bacterianos. En una primera etapa se corrieron 240 unidades
experimentales en viales de 15 ml con 6 ml de medio en incubadoras con
agitacion MaxQ 4000 de Termo Fisher Scientific, solo los mejores resultados de
produccion del AlA se corrieron en el Biorreactor New Brunswick para buscar los
pardmetros de optimizacién de la produccién de AlA.

Este disefio si se hubiera realizado en el biorreactor New Brunswick de 7.5 Litros
de capacidad implicaria 240 corridas con un volumen aproximado total de 1200
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Litros de medio de cultivo y un tiempo aproximado para el experimento de 720
dias. Debido a los costos de reactivos, energéticos y tiempo de operacion se
justificd la decisién de realizar el experimento DOE2 a nivel laboratorio en viales
de 15 ml de plastico con rosca y fondo cénico considerando los mismos valores de
los factores con los que se hubiera corrido el experimento en el biorreactor New
Brunswick.

Los tratamientos con los resultados de valores 6ptimos de mayor produccion de
biomasa bacteriana generadora de AIA obtenidos en los viales de 15 mL fueron
escalados por duplicado en el biorreactor New Brunswick buscando aun mejorar la
optimizacién debido a las ventajas que significa realizar la misma corrida de

laboratorio, pero esta vez en un biorreactor con variables controladas.

9.2.1. Matriz de disefo de experimento DOEZ2.

A continuacion, se presenta en la tabla 7 el experimento DOE2 que es un disefio
factorial general 4x2x2 Balanceado k=3 (tres factores): pH (a 7,8,9,10),
Temperatura (32 °C y 40°C) y velocidad de agitacién (150 y 250 rpm) con 3
repeticiones de cada muestra para evaluar los 5 aislados bacterianos (AB). La
(Fig. 12), corresponde a los viales del experimento DOE2, siendo AB1 (aislado
bacteriano 1), AB2 (aislado bacteriano 2), AB3 (aislado bacteriano 3), AB4 (aislado
bacteriano 4) y AB5 (aislado bacteriano 5).
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_Tabla 7. Matriz de disefio de experimento DOE2 en viales.

pH:7

pH: 8

pH: 9
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R2
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R2
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R2
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R2

R3

AB1 Al,1}

AB1 A1,2 AB1 A1,3]

AB1 A2, 1]

AB1 A2,2

AB1 A2,3

AB1 A3,1}

AB1 A3,2

AB1 A3,3}

AB1 A4,1}

AB1 A4,2

AB1 A4,3

AB2 A1,1}

AB2 A1,2| AB2 A1, 3}

AB2 A2, 1]

AB2 A2,2

AB2 A2,3

AB2 A3, 1}
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AB2 A3,3}

AB2 A4,1}

AB2 A4,2
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AB3 A1,

AB3 A1,2| AB3 A1, 3}

AB3 A2,1]

AB3 A2,2

AB3 A2,3

AB3 A3,

AB3 A3,2

AB3 A3,3}

AB3 A4, 1|

AB3 A4,2|

AB3 A4,3

AB4 AL 1|

AB4 A1,2(ABa A1,3

AB4 A2,1]

AB4 A2,2)

AB4 A2,3

AB4 A3, 1|

AB4 A3,2)

AB4 A33
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AB4 A4,3
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Corrida #A
Temp: 32 °C
rpm: 150

AB1 B1,1}
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AB1 B2,3
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Figura 12. Viales de experimento DOEZ2 corrida #A

pH:10
R1, R2, R3

Corrida #A
Temp: 32 °C

rpm: 150
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9.2.2. Preparacion del medio de cultivo.

El medio King B originalmente es un medio que se formula y utiliza como fuente de
nitrogeno para el cultivo de Pseudomonas, sin embargo, en esta investigacion se
utilizé medio King B ya que en estudios previos se realiz6 una validacion en
distintos medios para determinar en cuales las bacterias estudiadas producian
AlA. El medio King B utilizado en esta tesis, se formulé como se muestra en la
tabla 8. La peptona proteosa es de la marca MCD LAB Cat. N0.9282.

Tabla 8. Formulacién de medio King B.

Componentes Para un litro Para 130 ml

Peptona Proteosa 20 g/L 2.6 g/L

KHPO, 15 |giL  |0.150 |gL

MgSO. 15 |giL | 0.195 |gL

Glicerol 1.5 (% v/v) | 15 ml/L 1.95 ml/L

9.2.3. Preparacion del inoculante microbiano.

Para la preparacion del experimento se utilizaron 240 viales de 15 ml (Tabla 7) se
prepararon las muestras de la siguiente manera.

Los 5 aislados bacterianos de interés se reactivaron en agar R2A modificado al
12% NaCl con crecimiento de 24 h en placa (Fig. 13) y posteriormente se prepar6
el inéculo microbiano para cada una de las 5 bacterias en un matraz Erlenmeyer
de 125 mL con 30 mL de medio King B colocando una asada de una colonia de la
placa de bacterias e incubando durante de 72 h, 32 °C y 250 rpm, (Fig. 14).
Posteriormente a cada vial de 15 ml que contenia 6 ml de medio King B se le
afladieron 50 L de indculo a una concentracion de 1305 bacterias X10° /mL.
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Figura 14. Indculos bacterianos en medio King B.

9.2.4. Cuantificacién de AIA producido a nivel matraz por los aislados
bacterianos.

Se inocularon con una asada de los respectivos cultivos bacterianos provenientes
de cajas Petri en los matraces de 125 ml que contuvieron 30 ml el medio King B
estéril (Fig. 15). Se incubaron a 32°C y 250 rpm por 72 h. Después se colocaron
10 ml del cultivo microbiano en viales de plasticos de 15 ml y se centrifugaron a
4000 rpm durante 5 min (Fig. 16). El sobrenadante se filtr6 en un equipo de
filtracion VWR Cat. No. 26316-718 vy filtros Millipore de 47 mm, 0.22 uM Cat. No.
GSWG047S6 (Fig. 17). Una vez filtrado el sobrenadante se le adicion6 una
relacion de 1:1 en volumen de reactivo Salkowski, se agitd y se dej6 en la

oscuridad por 30 minutos (Fig. 18). Posteriormente se realizé la determinacién
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cuantitativa de AIA con el espectrofotdmetro anteriormente calibrado en el punto
9.1.5.

Figura 17. Filtrado del sobrenadante.
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Figura 18. Reaccion de AlA por reactivo Salkowski.

9.3.Operacion del biorreactor New Brunswick.

9.3.1. Volumenes de operacion de trabajo del biorreactor.

El siguiente procedimiento describe los pasos basicos para operar el biorreactor
marca New Brunswick modelo: BF115-2116354 con capacidad maxima de
volumen total (Vt) de 7.5 litros. Es prioridad la seguridad del usuario al utilizar el
equipo de proteccion personal adecuado al tipo de operacién biolégica que

realizara.

Se considera un volumen maximo de operacion (Vop) del 70% debido a que hay
gue considerar algunos factores durante la corrida como el nivel de la espuma
generada y la altura del vortice de agitacion que puede hacer que el medio de
cultivo se derrame del sistema y de esta manera dafie la corrida experimental.

Para este caso el Vop fue de 5 L.

El volumen de operacion (Vop) pude ser menor al 70% siempre y cuando se
cumplan las condiciones siguientes: que el nivel cubra por completo los sensores
de OD, y pH y cubra el nivel de los impelentes de agitacion. Los impelentes de
agitacion se pueden recorrer en el eje de rotacion de ser necesario.

Para el caso del biorreactor marca New Brunswick el volumen de operacion

minimo (Vopmin) considerado fue de 3 litros.
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El volumen del in6culo inicial (Vin) es de 10% del volumen de operacion (Vop), es

decir para el Vop=5L, el Vin=0.5 L y para Vop=3 L el Vin=0.3 L.

9.3.2. Esterilizacion del biorreactor.

En los biorreactores de laboratorio pequefios menores a 14 L se esteriliza el
sistema completo dentro del autoclave del tamafo adecuado, es necesario
desmontar el motor eléctrico y la chaqueta eléctrica de calentamiento antes de
introducir el biorreactor en el autoclave.

Los sensores de nivel de espuma, pH, oxigeno disuelto (OD), tubo de toma de
muestra, mangueras, filtros, aditivos y medio de cultivo permanecen en el sistema

durante la esterilizacion.

Es importante ocluir con pinzas todas las mangueras del biorreactor que aun no
estén conectadas incluyendo los filtros de aire de tamafio de poro de 0.22 um para
evitar el derrame del medio de cultivo o los aditivos dentro del autoclave. Los
extremos de las mangueras deben de ser rellenados con algodon y cubiertas con
aluminio para mantener su esterilidad y evitar su contaminacion. Esto es previo a
la conexion de mangueras en el sitio de trabajo de la consola de control.

Es muy importante aclarar que durante la esterilizacion deben de estar
equilibradas las presiones del sistema (autoclave y biorreactor) para evitar
derrames. Esto se logra dejando ligeramente abierta la tapa del biorreactor (nunca
apretar completamente los tornillos de la tapa) y el registro roscado de tapén de
%” durante el proceso de esterilizacion. La tapa y el registro se cerraran
nuevamente una vez terminada la esterilizacion y cuanto la temperatura del

sistema baje a 70-80° C.

La esterilizacion puede realizarse de dos maneras. Puede esterilizarse el
biorreactor con todos sus aditivos y mangueras conectados en un solo lote en la
autoclave o puede realizarse por separado la esterilizacién de las botellas de los
aditivos siempre y cuando se tenga el cuidado de ocluir y cubrir los extremos de
las mangueras con algodon y aluminio para evitar su contaminacion.
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Posteriormente se realiza la conexion entre en biorreactor y las botellas de los

aditivos en un ambiente estéril.

9.3.3. Sistema de control del biorreactor.

Se enciende la consola de control del biorreactor New Brunswick con un switch
gue se encuentra en la parte lateral de la consola con esto se enciende la interface
de control que nos envia a la pantalla principal de operacion.

Al mismo tiempo en que se enciende la consola de interface de control del
biorreactor también debemos de encender la computadora y abrir el programa de
interface BioCommand. Este software tiene la capacidad de medir, registrar y
controlar las variables que se realicen en el biorreactor. El registro o grabacion de
las variables comienza en el momento en que se abre el software abre y se activa
una corrida o “Batch”.

Desde que se enciende la consola de control, ésta no debe de apagarse hasta que
finalice la corrida del biorreactor, de lo contrario se perderan los valores de las
calibraciones del sensor de pH y OD.

El sensor de pH debe de calibrarse una vez encendida la consola, después se
desconecta el cable eléctrico de los sensores de pH y OD y se cubren con el tapén
hermético original del sensor antes de esterilizar el sistema completo del
biorreactor.

Una vez finalizada la esterilizacion del sistema completo del biorreactor se
reconectan los sensores de pH y OD al igual que el total de las mangueras del
sistema sin haber apagado en ningun momento la consola de control del

biorreactor. En este momento se realiza la calibracién del sensor de OD.

Al mismo tiempo que se enciende la consola de control original del biorreactor,
también se enciende la computadora y se abre el programa BioCommand
ejecutando la receta “UABC8” para que desde este momento la computadora
almacene los datos de las variables de la corrida al igual que a consola pero con la

ventaja de que los datos se grabaran en una base de datos del software
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BioCommand que se almacenaran en el disco duro de la computadora para su
posterior consulta y andlisis.

El software BioCommand sera detenido una vez que se haya realizado la corrida
experimental a través del comando “End Batch” el cual finalizara la captura de

datos de dicha corrida en el la computadora.

La interface principal en la consola de control al igual que el software
BioCommand nos permite medir, controlar y registrar los siguientes parametros:
Temperatura, pH, agitacién (rpm), oxigeno disuelto (OD), nivel de espuma, funcion
cascada y cantidad de aditivos adicionados (acido, base, antiespumante, flujo de

gases).

9.3.4. Oxigeno Disuelto en el biorreactor.

En un biorreactor de laboratorio el medio de cultivo debe de ser preparado
externamente y después introducido al biorreactor para la esterilizacion de todo el
sistema en conjunto.

Es deseable que durante el proceso de corrida del biorreactor ademas del control
de pH que seré realizado de manera automatica por el sistema de dosificacion de
acido y base también se trabaje con una concentracion de Oxigeno Disuelto OD
entre 70% y 100% como minimo para permitir el desarrollo adecuado del
microorganismo. Para lograr estos valores de OD esta en funcién de la aireacion
(flujo de aire) y la agitacion (rpm) del sistema, sin olvidarnos que al aumentar estos
factores es mas susceptible a la presencia de espuma. La espuma puede ser
controlada con antiespumantes grado alimenticio. De ser necesario se puede
considerar ingresar otra fuente externa adicional de aire u oxigeno para lograr el
objetivo de subir el OD.

También hay que sefalar que la OD puede ser controlada con la funcién cascada

donde el OD queda en funcion de dos variables Agitacion y Flujo de gases.
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Una vez que se establecen los parametros o factores deseados en el sistema
como lo son: Temperatura, pH, agitacién (rpm), Oxigeno Disuelto OD y pH el
sistema puede ser inoculado y el biorreactor puesto en marcha.

La duracion de la corrida de nuestro biorreactor estara en funcion de nuestro
objetivo de produccidbn como puede ser biomasa, metabolito extracelular o
intracelular.

Es recomendable tomar muestras cada cierto intervalo de tiempo para determinar
las curvas de cinética de crecimiento microbiano, biomasa y/o concentracion del

metabolito de interés.

9.3.5. Evaluacién de las muestras del biorreactor.

Es muy importante monitorear el proceso del biorreactor tomando muestras cada
cierto intervalo de tiempo para determinar la cinética de crecimiento microbiano, el
comportamiento de la biomasa y/o la concentracion del metabolito de interés en
funcion del tiempo. Estas mediciones nos ayudaran en conjunto con los factores a

determinar la optimizacion del proceso biolégico en el biorreactor.

Las muestras deben de ser tomadas a través del puerto de toma de muestra del
biorreactor manteniendo la esterilidad del sistema en todo momento. La muestra
puede llegar al tubo de toma de muestra a través de presurizar el sistema
ligeramente o succionando con una jeringa. Se debe de tener cuidado de que la
muestra sea representativa y no tomemos la muestra contenida anteriormente en
las lineas de proceso, para esto se recomienda desechar los primeros 5 ml y
posteriormente tomar la muestra representativa del biorreactor de
aproximadamente de 5 ml. Al retirar el tubo de toma de muestra se debe de
acercar el mechero y mantener estéril el area. La muestra se procesa como se
describe a continuacion. Se toma 1 ml de la muestra para realizar la medicion de
concentracion celular (bacterias/ml) por método de espectrofotometria utilizando la
curva de McFarland como referencia. De ser necesario se deberan de realizar las

diluciones correspondientes para lograr cuantificar la concentracion celular.
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Los 4 ml restantes de muestra son centrifugados a 13000 rpm y a 4° C, se retira el
sobrenadante y se filtra con filtros de 0.22 um y se mezcla relacion 1:1 con
reactivo Salkowski y empleando la metodologia correspondiente se determina la

concentracion de AlA.

9.3.6. Inoculacién del biorreactor.

Se recomienda que el inoculo inicial sea preparado en el momento en que se va a
realizar la corrida del biorreactor y se debera de cuantificar la concentracion de
microorganismos en el inoculo antes de inocular el biorreactor. Esto nos permitira
conocer la concentracion inicial del inoculo para nuestro registro y una vez
inoculado el biorreactor se toma otra muestra de la concentracién inicial (TO) del
biorreactor ademas de las tomas de muestra siguientes a diferentes tiempos que
seran necesarias para evaluar las curvas de comportamiento de nuestro proceso
biolégico y determinar si existe una optimizaciébn de la biorreaccion en el
biorreactor.

Una nota importante es que se recomienda que si se va a realizar en disefio de
experimentos en serie porgue solo se cuenta con un biorreactor se elabore un
preinoculo y se separe en viales con el mismo volumen ya que este método
mantendra constate la concentracion de células bacterianas y esto nos permitira
tener una mejor repetibilidad en la preparacion y concentracion del inoculo que se
adicionara a cada batch del biorreactor. Siempre cuidando de que no pase una
gran cantidad de tiempo entre cada utilizacion de cada vial con inoculo ya que de
lo contrario se vera afectada la repetitividad del batch del biorreactor.

La alimentacién del inoculo debe de realizarse una vez que el biorreactor se
encuentre en las condiciones o factores de trabajo estables previamente
seleccionados, es decir: Temperatura, pH, rpm y OD.

Una vez que estos factores son estables se debe de adicionar el inoculo en el
registro roscado de tapon de %" de alimentacion al biorreactor en condiciones
estériles. Apoyandose de un embudo estéril y acercando un mechero para
mantener estéril la zona de adicion del inoculo. Debe también existir aireacion en
el sistema para generar presion positiva por el registro de alimentacion que

45



ayudara a evitar la contaminacion del inoculo y del sistema evitando la entrada del
aire ambiental.

Otras maneras de adicionar el inoculo es a través de un puerto de alimentacion de
aditivos del biorreactor conectado a una bomba dosificadora o a través de una
septa con jeringa. Esta seleccion del método de inoculacién dependera del caso y
del volumen del inoculo que sea necesario adicionar.

Es importante mencionar que antes de adicionar el inoculo debe de retirarse el
mismo volumen del sistema para no rebasar el volumen maximo de operacion en

caso de que sea necesario Si se opera a maxima capacidad.

9.3.7. Aditivos para el biorreactor.

En los aditivos se consideran tres frascos para adicion de aditivos de al menos
500 ml: HCI 1M, NaOH 1M y Antiespumante grado alimenticio diluido al 70% con
agua desionizada estéril.

Todos los frascos deben de esterilizarse incluyendo las mangueras dosificadoras
pinzadas con algodén y aluminio en sus extremos terminales, asi como también

los filtros de aireacion.

Se realizo una validacion de antiespumante para validar la interferencia sobre la
produccion de nuestro metabolito de interés que es el AlA, donde se agregaron
diferentes niveles de antiespumante y se logré validar que hasta la aplicacion de
1.6% v/v no causa interferencia con la produccion de nuestro metabolito de

interés.

9.3.8. Calibracién de los sensores de pH, OD y nivel.

La consola del biorreactor debe de ser encendida en el momento que se decide
hacer la corrida. Una vez encendida debe de realizarse la calibracion del sensor
de pH. Esta calibracién solo sera valida mientras este encendida la consola de
control, es decir, la consola no debe de apagarse hasta el final de la corrida del

biorreactor, de no ser asi, se perdera la calibracion del sensor de pH.
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El sensor de pH debe de calibrarse una vez encendida la consola, después se
desconecta el cable eléctrico de los sensores de pH y OD y se cubren con el tapén
hermético original de los sensores antes de esterilizar el sistema completo del
biorreactor. También se debe de cubrir con su tapon el balero de rotacion de
acoplamiento del motor eléctrico. El no cubrir el contacto eléctrico de los sensores
durante la esterilizacion puede derivar en dafio a los sensores, al balero de
rotacion y al sistema de control.

El sensor de OD se calibra una vez que el sistema del biorreactor es colocado en
la consola después de esterilizarse, estar frio y aireado al maximo flujo de trabajo
por al menos 30 minutos y por lo tanto con el OD saturado en el sistema,
considerando esa referencia como 100% de OD la cual serd calibrada en la
consola.

El sensor de nivel debe de ser conectado al cable rojo del sensor #1 mientras que
el verde debe de ser conectado a la tapa metélica del biorreactor. La funcion de
este sensor es adicionar antiespumante cuando la espuma haga contacto con este
sensor. El sensor de espuma funciona bajo el principio de control de nivel de un
solo punto (single point).

Solo se utilizara un solo sensor de nivel (sensor #1) para el funcionamiento del
biorreactor en batch, el sensor #2 quedara desactivado o no conectado.

Los sensores de nivel #1 y #2 solo se utilizan funcionando juntos en caso de que
el biorreactor se utilice en continuo bajo el principio de control de nivel diferencial
(differential point).

La calibracion se deberd de programar en funcién de la conductividad de la

espuma del medio en la consola.

Una vez finalizada la esterilizacion del sistema completo del biorreactor se retiran
los tapones herméticos de los sensores y se reconectan al igual que el total de las
mangueras del sistema sin haber apagado en ningin momento la consola de

control del biorreactor.
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En este momento también se debe de encender el software BioCommand de la
computadora e iniciar el Batch con la receta seleccionada para que comience la
adquisicién y registro de datos en la computadora.

Los sensores predefinidos con los que cuenta el biorreactor nos permiten a través
de ellos medir las siguientes variables: Agitacion (rpm), Temperatura, pH, Oxigeno

disuelto (%0D) y flujo de gases (concentracion de relacion Aire-Oxigeno).

9.3.9. Secuencia de preparacion y operacion del biorreactor New
Brunswick.

1. Preparar el medio de cultivo para el biorreactor, segun la formulacién y
volumen indicados. El medio puede ser preparado fuera del biorreactor o

puede ser preparado dentro del mismo contenedor del biorreactor (Fig. 19).

Figura 19. Preparacion de medio King B en biorreactor.
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2. Preparar el preinéculo y posteriormente el inoculo en los volimenes
adecuados para el biorreactor segin sea el caso y cuantificar la

concentracion de microorganismos en ambos (Fig. 20).

Figura 20. Control, preinéculo e inoculo bacteriano.

3. Armar el biorreactor y preparar los aditivos para el control del biorreactor
(acido, base, antiespumante).
4. Encender la consola de control, la computadora con el software
BioCommand e iniciar un nuevo Batch en el software para grabar la corrida.
5. Calibrar el sensor de pH con los buffers y no apagar la consola hasta el final
de la corrida.
Verter el medio de cultivo dentro del biorreactor.
7. Preparar el biorreactor para su esterilizacion.
7.1Colocar los sensores de pH, OD, nivel y otros registros en la tapa
del biorreactor. Los 3 puertos de los aditivos deben de ser ocluidos
con mangueras pinzadas.
7.2Unir la tapa y el contenedor del biorreactor dejando sin apretar
completamente las 6 tuercas del sello de la tapa del biorreactor.
7.3Dejar abierto y sobre puesto sin apretar el registro de %”.

7.4 Ocluir todas las mangueras del biorreactor con pinzas.
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7.5Colocar algodén y aluminio en los extremos de las mangueras y
filtros de aire para evitar contaminacion.

7.6 Colocar el biorreactor y los aditivos dentro del esterilizador e iniciar
la esterilizacion (Fig. 21). Las mangueras de los aditivos deben de
estar pinzadas y las roscas de las tapas no apretadas

completamente.

Figura 21. Biorreactor en autoclave.

7.7Una vez terminada la esterilizacion permitir que la temperatura del
sistema baje a menos de 80°C y apretar ligeramente los tornillos
antes de retirarlo de la autoclave.
8. Retirar el biorreactor de la autoclave y colocarlo en la zona de trabajo junto
a la consola de control.
9. Encender el software de control y de registro BioCommand, seleccionar la
receta que se defina a correr e iniciar un nuevo batch.
10.Esperar a que el sistema se enfrié por completo a temperatura ambiente.
11.Encender la aireacion y agitacion por minimo 30 minutos con el objetivo de
aumentar el OD hasta el 100% para calibrar 0 y 100% (Fig. 22).
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Figura 22. Biorreactor en proceso de aireacion y agitacion.

12.Conectar las mangueras de recirculacion de agua del control de
temperatura suministrada por la consola al intercambiador de calor interno
del biorreactor (las dos conexiones son de espiga y se encuentran en la
tapa). Nota: El chiller (enfriador externo) sera solo utilizado en caso de que
se requiera precision de 0.1°C del control del sistema de temperatura,
aunque lo mas recomendable es utilizarlo solo en temporada de verano o
cuando la temperatura de laboratorio supere los 30°C.

13.Conectar los siguientes sensores: sensor de pH, OD, temperatura y nivel.

14.Conectar las mangueras al biorreactor en los puertos de &cido, base y
antiespumante, previamente hay que retirar el aluminio y algodén de los
extremos de las mangueras en un ambiente estéril generado por un

mechero y conectar las mangueras (Fig. 23).

Figura 23. Conexién de mangueras en los puertos para aditivos.
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15.Colocar el biorreactor en condiciones estables (pH, OD, rpm, temperatura,
flujo de gases).

16.Una vez que el biorreactor este ligeramente presurizado con el flujo positivo
de aire, retirar el tapon de algodon de la manguera del exhaust y colocar
una valvula airlock en condiciones estériles que contenga agua destilada
estéril para el sello. La valvula debe de ser desinfectada en solucion de
etanol al 70% durante 10 min.

17.Verter el inoculo al biorreactor a través del registro roscado de 19 mm al
biorreactor realizandolo en condiciones estériles cercas de un mechero. Se
puede utilizar un embudo estéril para auxiliarse de ser necesario. Mantener
la presurizacion del sistema en todo momento con el flujo de aire para
mantener presion positiva en el sistema y disminuir el riesgo de
contaminacion durante la inoculacion.

18.Cerrar nuevamente el registro roscado de 19 mm, permitiendo la salida del
exceso de presion del birreactor por la valvula airlock.

19.Realizar la toma de muestra segun el esquema previamente establecido
para realizar la cinética de crecimiento microbiano, biomasa y/o
concentracion del metabolito.

20.Concluida la corrida, realizar la limpieza del biorreactor. Realizar la
actividad con mucho cuidado de no dafiar los componentes del biorreactor
limpiando con agua, jabon, solucién de cloro al 5% Yy cepillo hasta retirar

toda la biomasa (Fig. 24).
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Figura 24. Proceso de desarmado y limpieza de biorreactor.

21.Un punto importante durante la manipulacion de desensamble o limpieza
del biorreactor, es colocar la tapa del biorreactor en posicion en la que el
soporte de la carga la realice el soporte del motor y no el eje de rotaciéon de
los impelentes ya que esto puede desalinear el eje y dafar el equipo (Fig.
25).
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Figura 25. Correcta colocacion de soporte de la tapa del biorreactor.
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22.Una vez limpio el biorreactor, armar el equipo y colocar en la zona de

trabajo (Fig. 26). Instalar mangueras y sensores.

Figura 26. Biorreactor limpio.

23.Una vez limpio y armado el equipo instalar tapones, mangueras y sensores

conforme a la (Fig. 27). La configuracion sugerida de conexiones para el

biorreactor se muestra en la tabla 9. Cabe mencionar que la configuracion

sugerida puede variar segun las necesidades del usuario. Para mayor

informacion, revisar el manual del usuario del biorreactor New Brunswick.

w

Figura 27. Configuracion de conexiones para biorreactor.
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Tabla 9. Configuracién de conexiones para biorreactor.

1 | Sparger, 6 mm 11 | Plug, 19 mm/spare
2 | Cooling coil, 6 mm 12 | Level, 6 mm
3 | Mounting position for sampler assembly | 13 | Plug, 12 mm/spare
4 | pH probe, 12 mm 14 Each headplate bolt is a possible
5 | Sampler tube, 6 mm mounting position for a bottle holder.
6 | dO; probe, 12 mm 15 | Tri-port, 12 mm
7 | Plug, 6.35 mm/spare 16 | RTD thermowell, 12 mm
8 | Lifting handle 17 | Exhaust, 12 mm
9 | Tri-port, 12 mm 18 | Harvest, 6 mm
10 | Septum, 12 mm 19 | Cooling coil, 6 mm
9.3.10. Tomay analisis de muestras.

Existen dos maneras de obtener la toma de muestra del biorreactor. La primera es
haciendo succion a través de la jeringa con el filtro y la muestra es colectada en el
vial, (Fig. 28). La segunda manera es presurizando ligeramente el biorreactor al

ocluir la manguera del exhaust y colectar la muestra en el vial.

Figura 28. Toma de muestra en biorreactor.
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El procesamiento de muestras se realizé de la siguiente manera.
La determinacién de la concentracion bacteriana de muestras se realizé en funcion

de la absorbancia (Fig. 29), utilizando la curva de calibracion de McFarland.

Figura 29. Determinacion de la concentracién bacteriana.

Para la determinacion de la concentracién de AIA las muestras se tratan con
centrifugacion refrigerada a 4°C y se adiciona al sobrenadante el reactivo
Salkowski y la concentracion es calculada en funcién de la absorbancia utilizando

una curva de calibracion con AIA preparado con grado reactivo (Fig. 30).

Figura 30. Determinacion de la concentracion de AlA.
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10.Resultados.

10.1. Medicién de curva de crecimiento microbiano.

La tabla 10 y la (Fig. 31) corresponden a un ejemplo de una curva de crecimiento
bacteriano del AB 1 en matraz Erlenmeyer de 125 ml en incubadora rotatoria a
32°C y 250 rpm. Esta curva de crecimiento bacteriano sirvié de referencia para
conocer la concentracion méaxima bacteriana alcanzada en un determinado

tiempo.

Tabla 10. Valores de la curva de crecimiento bacteriano

Tiempo | Absorbancia del crecimiento del aislado | Ecuacién de McFarland Y=1352.5x-47.008
(h) bacteriano (A=600 nm) (Bacterias x10°/ml)
0 0.247 287
1 0.435 541
2 0.630 805
3 0.731 942
4 0.829 1074
5 0.878 1140
6 1.827 2424
24 2.029 2697
30 2.292 3053
45 3.051 4079
51 3.239 4334
95 3.955 5302
136 3.957 5305
148 4.000 5363
169 4.000 5363
193 2.684 3583
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Figura 31. Curva de crecimiento microbiano del aislados bacteriano 1.

10.2. Resultados de experimento DOE 1.

El experimento DOE1 mostré los efectos de crecimiento de cada una de los
aislados bacterianos productores de AIA en las plantas de maiz. Los efectos
fueron medidos sobre las siguientes variables de crecimiento de las plantas como

lo son altura, diametro de tallo, biomasa y longitud de raiz.

10.2.1. Evaluacion del crecimiento de las plantas de maiz.

Las siguientes figuras, (Fig. 32 a Fig. 37), muestran los resultados promedio de la
medicion de las distintas variables (altura de planta, diametro de tallo, biomasa de
planta hUmeda, biomasa de hojas secas, longitud de raiz y biomasa de raiz seca)

evaluadas al término de 30 dias.

Se utilizé la siguiente nomenclatura para las figuras, T (tratamiento), N (nivel) con
N1=1x10° y N2=1.5x10° bacterias inoculadas, Ctrl (Control) y AB (Aislado
bacteriano). Los colores de las graficas representan a los diferentes tratamientos,
rosa (tratamiento 1), verde (tratamiento 2), azul (tratamiento 3), naranja

(tratamiento 4) y amarillo (tratamiento 5).
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La altura de las plantas de maiz fue estadisticamente igual (P> 0.05) entre los
tratamientos y el control (Fig. 32), lo cual indica que los aislados bacterianos

inoculados no tuvieron ningun efecto en relacién a esta variable.

56.00
52.00
48.00 T
44.00
40.00
36.00
32.00 1
28.00
24.00
20.00
16.00
12.00

8.00

4.00

0.00

Altura maxima de planta (cm)

Control TIN1 TIN2 T2N1 T2N2 T3N1 T3N2 T4N1 T4N2 T5N1 T5N2

Figura 32. Altura maxima de planta.

En las figuras 32-37 las barras representan el promedio aritmético de las alturas (n=6), la linea
sobre las barras corresponde a la desviacion estandar. T=tratamientos= Nivel, N1=1x10° y
N2=1.5x10° baterias inocuadas. AB=Aislado Bacteriano; T1(AB: 5.b.3), T2(AB: P.3.1.bac2),
T3(AB: 1.3.b.5), T4(AB: 3.b.2) y T5(AB: 5.1.b.1).

En la (Fig. 33) diametro de tallo de planta el aislado bacteriano P3.1.bac2
inoculado con 1x10° 6 1.5 x10° bacterias (tratamientos T2N1 y T2N2,
respectivamente) generé mayor diametro del tallo de las plantas (3.7 cm) respecto
a el control (3.2 cm) por lo que podemos mencionar que existio diferencia
significativa (P<0.05).

En la seccion de anexos se incluye la ANOVA con la prueba de Tukey para la

comparacion de medias entre tratamientos.
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Figura 33. Diametro de tallo de planta.

En la (Fig. 34) biomasa de planta humeda podemos mencionar que no hay

diferencia significativa debido a que el valor de (P>0.05).
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Figura 34. Biomasa de planta himeda.
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En la (Fig. 35) los tratamientos donde se inocularon aislados bacterianos no se
observ6 mayor biomasa de hojas secas en los tratamientos inoculados con los

aislados microbianos con respecto al control (P>0.05).
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Figura 35. Biomasa de hojas secas.

El aislado bacteriano 3.b.2 incremento significativamente la longitud de las raices
(12.2 cm) cuando se inoculé a una densidad de 1.5 x 10° bacterias (T4N2) con
respecto al control (8.6 cm) (P<0.05; Fig. 36). Ver ANOVA y prueba de Tukey en el
anexo 1.

Sin embargo, no existio diferencia significativa de la biomasa de raiz seca entre

los tratamientos (Fig. 37).
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Figura 36. Longitud de raiz.
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Figura 37. Biomasa de raiz seca.
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10.3. Resultados de experimento DOE 2.

10.3.1. Resultados de DOE2 para latoma de decision de corrida
en biorreactor.

Tabla 11. Absorbancias a 530 nm para la concentracion de AlA.

pH: 7 pH: 8 pH: 9 pH: 10
AB1| 0.287 0.280 0.263 0.067 |Corrida#A
AB2| 0.264 0.332 0.249 0.101 |Temp:32°C
AB3| 0.345 0.252 0.307 0.091 rpm: 150
AB4| 0.385 0.316 0.259 0.126
AB5| 0.259 0.318 0.287 0.097
AB1| 0.121 0.073 0.089 0.052 |Corrida #B
AB2| 0.070 0.153 0.170 0.055 Temp: 32°C
AB3| 0.131 0.096 0.149 0.039 rpm: 250
AB4| 0.151 0.127 0.162 0.042
AB5| 0.022 0.151 0.133 0.034
AB1| 0.264 0.193 0.155 0.035 |Corrida#C
AB2| 0.170 0.248 0.258 0.170 Temp: 40 °C
AB3| 0.176 0.180 0.121 0.025 rpm: 150
AB4| 0.190 0.169 0.192 0.041
AB5| 0.135 0.203 0.081 0.019
AB1| 0.279 0.292 0.151 0.109 |Corrida#D
AB2| 0.290 0.229 0.324 0.169 |Temp:40°C
AB3| 0.284 0.230 0.276 0.107 rpm: 250
AB4| 0.329 0.335 0.338 0.311
AB5| 0.172 0.203 0.181 0.150

AB=Aislado Bacteriano; AB1(5.b.3), AB2(P.3.1.bac2), AB3(1.3.b.5),
AB4(3.b.2) y AB5(5.1.b.1).



La produccién de AIlA por los distintos aislados bacterianos estuvo en un intervalo
de 6.005 a 10.073 pg/mL tabla 12. Siendo el aislado bacteriano 3.b.2 (AB4) el que
produjo mas AlA bajo las siguientes condiciones: pH 7, 32°C y 150 rpm. Mientras

que el aislado 5.1.b.1 (AB5) produjo la menor cantidad de AIA, bajo las siguientes

condiciones: pH 10, 40°C y 150 rpm, existiendo diferencia significativa entre estos

dos tratamientos (P<0.05) (Ver ANOVA y prueba de Tukey en el anexo 1). La

mayoria de los tratamientos con pH 10 ocasionaron valores bajos de produccién

de AlA.

Tabla 12. Concentracion de AlIA pg/mL en tubos de plastico de 15 ml.

AB1
AB2
AB3
AB4
ABS5
AB1
AB2
AB3
AB4
ABS5
AB1
AB2
AB3
AB4
AB5
AB1
AB2
AB3

pH: 7 pH: 8 pH: 9 pH: 10

8.753 8.656 8.452 6.407 |Corrida #A
8.465 9.335 8.280 6.710 [Temp:32°C
9.505 8.321 9.000 6.616 [rpm: 150
10.073 9.120 8.404 6.952

8.403 9.142 8.750 6.673

6.904 6.456 6.596 6.276 |Corrida #B
6.427 7.217 7.400 6.302 [Temp:32°C
6.993 6.662 7.180 6.162 [rpm: 250
7.195 6.961 7.307 6.190

6.028 7.199 7.017 6.128

8.462 7.637 7.238 6.134 |Corrida #C
7.399 8.276 8.390 7.399 [Temp:40°C
7.456 7.501 6.904 6.051 [rpm:150
7.607 7.386 7.634 6.178

7.037 7.754 6.527 6.005

8.643 8.814 7.197 6.787 |Corrida #D
8.788 8.046 9.229 7.389 |Temp: 40 °C
8.711 8.059 8.611 6.767 [rpm: 250
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AB4 | 9288 9.371 9.412 9.051 |

AB> | 7.416 7.754 7.515 7.188 |

Concentracion de AIA pg/mL en funcién de las absorbancias de tabla
12 utilizando curva de calibracion de AlA.
El valor en rojo es la concentracién mas alta de AlA.

El experimento DOE2 permitié seleccionar los pardmetros Optimos para el
desarrollo de las bacterias productoras de AIA. Estos parametros permitieron
correr lotes en el biorreactor y analizar el batch que se corrié en el biorreactor de
mayor rendimiento en el tiempo mas corto y que produjo la mayor concentracion
de AIA, de esta manera se defini6 la optimizacion de los pardametros del
biorreactor para una bacteria en especifico, para esto fue necesario medir los
diferentes valores de los siguientes factores: oxigeno disuelto, temperatura, pH, y

agitacion (rpm).

La optimizacion de los parametros de operacion de un biorreactor New Brunswick
para la produccién de AlA son presentados en las siguientes tablas y figuras para

la aplicacion de su andlisis correspondiente.

En la tabla 13 se muestra un ejemplo de una corrida aleatoria realizada en el
biorreactor New Bruswick. La corrida que se tom6 de ejemplo para analizar la
corrida 2A con la bacteria 5.b.3 (AB1) para la produccién de AlA. En esta corrida
se puede observar que existi6 una optimizacién de la biorreaccion corrida en el
biorreactor (concentracion final de 157.50 pg/mL de AlA) con respecto a la misma
muestra corrida en matraz Erlenmeyer en una incubadora rotatoria (concentraciéon
final de 79.94 pg/mL de AIA). El biorreactor como el matraz Erlenmeyer fueron
corridos a la misma temperatura y agitacion, pero no asi en sus otros factores de
control como los que aporta el sistema del biorreactor New Brunswick. La muestra
inicial para ambos sistemas fue TO, la muestra final del biorreactor corresponde a
T7 con una concentracion de 157.50 pg/mL de AIA y la muestra final de la
incubadora rotatoria es TF con una concentracion de 79.94 ug/mL de AlA. El valor
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de concentracion de AlA en el biorreactor fue casi duplicado con un incremento de
97%, esto se debid principalmente a los factores que controla el biorreactor como
son oxigeno disuelto a través del flujo de aire/agitacion y control de pH.

Tabla 13. Muestras de corrida en biorreactor con AB1(5.b.3).

Horas | #Muestra | F. Dilucién | Abs. McFarland 600nm ‘ Abs. AIA 530nm ‘ Bactsx10%/ml AIA pg/mL
Pre.Inoc. 0.383 0.451
Inoc. 1.637 0.804
0 TO 1.635 0.014 2164.33 5.97
1 T1 1.712 0.027 2268.02 6.07
2 T2 1.987 0.202 2640.41 7.74
3 T3 -1 1.463 0.263 19321.50 8.45
4 T4 -1 1.535 0.260 20295.30 84.11
5.5 T5 -1 2.112 0.703 28090.21 155.10
6.16 T6 -2 1.461 0.751 38588.91 164.93
6.57 T7 -2 1.425 0.715 37606.09 157.50+27.71
6.57 TF -1 0.277 0.224

Preinoculo: Pre. Inoc., Inoculo: Inoculo, Horas: Horas de corrida del biorreactor, F. Dilucion:
Factor de dilucion, Abs: Absorbancia, TF: Tiempo final del batch del biorreactor, T7: Tiempo
final de biorreaccién en matraz Erlenmeyer, + = desviacién estandar, n=4.

En la (Fig. 38) observamos las graficas de los factores de la corrida del biorreactor
como lo son Temperatura, Agitacion, pH, Oxigeno Disuelto y Flujo de Aire.

Algo importante a destacar ademas de lo observable en el perfil de las graficas es
gque a medida que la grafica de oxigeno disuelto disminuye, aumenta el
crecimiento de biomasa bacteriana. Esta grafica no es directamente registrada por
el software ya que no cuenta con un sensor para este fin, pero la grafica (Fig. 39)
es obtenida a partir de los datos de cuantificacion de biomasa realizados en un

espectrofotometro.
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Figura 38. Perfiles de factores vs tiempo para corrida en biorreactor con AB1(5.b.3).

La Fig. 39 muestra el perfil de aumento de la concentracion bacteriana en el

biorreactor en un periodo aproximado de 6.5 h.
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Figura 39. Concentracion bacteriana vs tiempo de corrida en biorreactor con AB1(5.b.3).

La (Fig. 40) muestra la concentracion el perfil de aumento de la concentracion de

AlA en el biorreactor en un periodo aproximado de 6.5 h
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Figura 40. Concentracion de AIA vs tiempo de corrida en biorreactor con AB1(5.b.3).
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11.Conclusiones.

El primer experimento DOE1l se enfoc6 a la validacion en macetas con la
aplicacion de los aislados bacterianos a la rizosfera de plantas de maiz para
determinar los efectos sobre su crecimiento. Este experimento estuvo dirigido a la
validacion de la aplicacion de los 5 aislados bacterianos productores de AIA
inoculados directamente a la rizosfera de plantas de maiz para determinar la
tendencia de mayor crecimiento en un determinado tratamiento. A pesar que no
hubo diferencia estadistica significativa en las variables altura, didmetro de tallo y
biomasa entre los tratamientos inoculados y el control, se observé una tendencia a
incrementar los valores de estas variables en los tratamientos T2N1, T2N2 (AB:
P.3.bac2) y T4N2 (3.b.2) principalmente. El tratamiento T4N2 fue el que

incremento significativamente la longitud de las raices con respecto al control.

El segundo experimento DOE2 se dirigid a la seleccion de los factores de
optimizacién (temperatura, agitacion, pH, oxigeno disuelto y flujo de aire) del
biorreactor New Brunswick para producir biomasa bacteriana productora de AlA.
Durante esta fase del experimento el aislado bacteriano que produjo mas AlA fue
el aislado 5.b.3. Se demostr6 que la produccion de AIA incrementa
significativamente cuando se escala de condiciones en matraz a condiciones en
biorreactor aplicando las condiciones de 35°C, pH 7, 600 rpm y OD= 100.

Ademas, se redujo en un tercio el tiempo de produccion.
Esta informacion nos permite afirmar que existe una optimizacion en la

biorreaccion llevada a cabo en el Biorrector New Brunswick, apoyando con esto la

hipétesis positiva planteada.
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Anexo 1. ANOVA de Experimento DOE 1

Analysis of Variance Altura de planta.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Cc1 10 6137 61.37 1.48 0.170
Error 55 22731 4133
Total 65 2886.8

Analysis of Variance Diametro de tallo.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Cc1 10 4.654 0.4654 249 0.015
Error 55 10.285 0.1870
Total 65 14.939

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence Diametro

de tallo.

Cl N Mean Grouping

T2N1 6 3.715

T2N2 6 3.7017 A
T4AN2 6 3453 A B
TIN2 6 3348 A B
T3N1 6 3312 A B
Ctrl 6 3248 A B
TINI 6 3210 A B
T5N2 6 3122 A B
T4AN1 6 3.077 A B
T3N2 6 2958 A B
T5N1 6 2.835 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Analysis of Variance Biomasa planta humeda.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

C1 10 5984 0.5984 191 0.064
Error 55 17.256 0.3138
Total 65 23.241

Analysis of Variance Biomasa hojas secas.

Source DF  AdjSS  AdjMS F-Value P-Value

Cc1 10 0.04965 0.004965 1.96 0.056
Error 55 0.13918 0.002530
Total 65 0.18882

Analysis of Variance Longitud de raiz.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

cl 10 78.57 7.857 2.70 0.009
Error 55 15992 2.908
Total 65 23848

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Longitud de raiz.

Cl N Mean Grouping

T4N2 6 12250 A

T2N1 6 11417 A B
T5N2 6 1083 A B
T3N2 6 10.667 A B
TIN2 6 9917 A B
TIN1 6 9750 A B
T2N2 6 9583 A B
T4AN1 6 9.167 A B
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T3N1 6 9.000 A B

T5N1 6 8
Ctrl 6 8

917
.667

B
B

Means that do not share a letter are significantly different.

Analysis of Variance Biomasa de raiz seca.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
C1 10 0.2118 0.02118 161 0.127
Error 55 0.7216 0.01312

Total 65 0.9335

Analysis of Variance Tabla. 11 Absorbancias a 530 nm para concentracion de

AlA

Source DF AdjSS  AdjMS F-Value P-Value
C1 79 22216 0.028122 6.34 0.000
Error 160 0.7093 0.004433

Total 239 29309

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Tabla. 11 Absorbancias a 530 nm para concentracién de AIA

Cl N Mean Grouping
AB4PH732150 3 03853 A

AB4PH832150 3 03597 A B

AB3PH732150 3 03447 A B C

AB4PH940250 3 033767 A B C D

AB4PH840250 3 03350 A B C D

AB2PH832150 3 03323 A B C D E

AB4PH740250 3 03287 A B C D E F
AB2PH940250 3 03240 A B C D E F G
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AB2PH1040150
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AB3PH1032250
AB1PH1040150
AB5PH1032250
AB3PH1040150
AB5PH732250

AB5PH1040150

Means that do not share a letter are significantly different.
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Anexo 2. Actividades auxiliares de instalacion de biorreactor.

A continuacion, se mencionan algunas de las actividades adicionales en las que el
alumno particip6 para lograr la viabilidad del proyecto de tesis y que tuvieron un

ligero impacto en la planeacion de tiempos.

» Adquisicién e instalacion de chiller para el biorreactor (Fig. 41).

= Adquisicidn e instalacion de sistema de filtrado de aire para el biorreactor (Fig.
42).

» |nstalacion de software y conexion de la interface entre consola del biorreactor
y de la computadora.

» Actualizacion del firmware de la consola de control del biorreactor.

» Fabricacion de dosificadores adicionales para frascos de aditivos del
biorreactor.

* Invernadero: instalacion del control de temperatura con cargas térmicas de
calor y de refrigeracion, bases para las plantas, cubierta plastica aislante.

» Reparacion de fallas del software y calibracién de la consola de del Biorreactor.

» Reparacién de autoclave Tuttnauer 5075ELV para esterilizar el biorreactor.

» Adquisicibn de varios materiales menores: coples de las mangueras
dosificadoras, filtros de 0.22 um para biorreactor y jeringas, celdas para

medicién en espectrofotdmetro, viales 5ml.
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Figura 41. Chiller auxiliar.

Figura 42.

Sistema de filtrado de aire.
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