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RESUMEN

La bioluminiscencia producida por las bacterias luminiscentes es una alternativa atractiva
como fuente de iluminacion bioldgica. La bacteria bioluminiscente Aliivibrio fischeri (A.
fischeri) se conoce por no ser patégena y por crecer en temperaturas célidas (=28°C). Sin
embargo, A. fischeri pierde su luminiscencia después de 24 h de crecimiento, por lo que es
necesario mantener las condiciones necesarias para que la bacteria prolongue su
bioluminiscencia. Se disefiaron cuatro medios de cultivo (M1, M2, M3 y M4) con el objetivo
de inducir mayor tiempo e intensidad de luminiscencia en el cultivo de A. fischeri. El M4
presentd un incremento de 2.4-veces del promedio de intensidad de luminiscencia en
comparacion con el M1 y 10-veces mas en comparacion con el M2 y M3. Este medio de
cultivo tiene un costo 14 veces menor al recomendado por el proveedor para el cultivo de
A. fischeri (Medio Photobacterium) y genera una luminiscencia similar. El M4 se escald y se
desarrollé un crecimiento semi-continuo considerando los tiempos de fase exponencial, lo
que permitié un crecimiento celular prolongado y mantener continua la bioluminiscencia
durante diez dias, nueve dias mas que los obtenidos en un cultivo en lote tradicional.
Ademas, se desarroll6 un prototipo para el control de pH, asi como el disefio de un reactor
para el crecimiento de A. fischeri. El uso de la bioluminiscencia como fuente alternativa

permite su consideracion para la iluminacién durante la noche.



ABSTRACT

Bioluminescence produced by luminescent bacteria is an attractive alternative as a
biological illumination source. The bioluminescent bacteria Aliivibrio fischeri (A. fischeri) is
known for being non-pathogenic and for growing in warm weathers (=28°C). Nevertheless,
A. fischeri loses its luminescence after 24 h of culture, so it is necessary to establish
conditions to prolong the bacterial bioluminescence. Four culture media were designed here
(M1, M2, M3 and M4) with the objective to induce more duration and intensity of
luminescence in the culture of A. fischeri. M4 had an increase of 2.4-times the average of
the luminescence intensity in comparison with M1 and 10-times more in comparison with
M2 and M3. This medium is 14-times cheaper than the commercial one recommended by
the supplier for the growth of A. fischeri (“Photobacterium Broth”) and it generates similar
luminescence. The culture with M4 was scaled-up and a fed-batch culture was developed
considering the exponential phase time, which allowed to extend cellular growth and kept
continuous bioluminescence for ten days, nine days more than those obtained from a
traditional batch culture. Additionally, a prototype for the control of pH was developed, as
well as a design of a reactor for the growth of A. fischeri. The use of bioluminescence as an

alternative fuel allows its consideration for the illumination during the night.
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INTRODUCCION

La bioluminiscencia es conocida por la produccién de luz por organismos vivos,
desde bacterias hasta peces [1,2]. En la actualidad se estan llevando a cabo proyectos en
diferentes paises (Francia, Estados Unidos y Holanda) para aprovechar la bioluminiscencia
natural de los microorganismos para el alumbrado publico y doméstico. Se han empleado
para bio-iluminacién bacterias marinas, bacterias transgénicas, e incluso microalgas. Sin
embargo, al momento no existe alguna propuesta para bio-iluminacion en ambientes
costeros marinos.

La bioluminiscencia es generada a partir de la enzima luciferasa, la cual reacciona
en presencia de oxigeno, FMNH; (flavin mononucleétido reducido) y un acido graso de
cadena larga [3,4]. La oxidacién y reduccion de estos sustratos producen energia en forma
de una luz verde/azul [4,5]. La emision de bioluminiscencia es controlada por un sistema de
autoinduccién, también llamado percepcion de quérum [6-9]. En concentraciones celulares
altas el autoinductor, N-acil homoserina lactona (AHL), es acumulado en el medio
extracelular; una vez que se alcanza una determinada concentracion (5 - 10 nM) ocurre una
respuesta transcripcional que desarrolla la luminiscencia [6,8—11].

Las bacterias bioluminiscentes se encuentran dentro de cinco géneros: Aliivibrio,
Vibrio, Photobacterium, Shewanella y Photorhabdus [12—-14]. La especie mas estudiada de
la familia Vibrionaceae es Aliivibrio fischeri, la cual es conocida por su simbiosis con los
calamares sepidlidos y peces monocéntridos [1,15]. Aliivibrio fischeri (A. fischeri) una vez
autoinducida brilla continuamente en la presencia de oxigeno [1,10]. Adicionalmente su
caracter inocuo en comparacién con otras bacterias luminiscentes [16], la sitian como una
candidata adecuada para la configuracion de sistemas bioluminiscentes.

Es posible que el suministro de nutrientes de manera continua, asi como el
mantenimiento del pH (6.0 — 9.0) [17], permita un crecimiento celular de largo plazo y una
bioluminiscencia continua. La implementacion de este tipo de sistemas bioluminiscentes
requiere del acoplamiento de sistemas autobnomos para suministrar en un reactor nutrientes
al medio de cultivo y mantener las condiciones de pH y oxigeno necesarias.

El presente trabajo tiene como objetivo el desarrollo de un cultivo semi-continuo de

Aliivibrio fischeri y el disefio de un reactor controlado para la activacion de un sistema



bioluminiscente bacteriano que mantenga la luminiscencia por un determinado tiempo, para
utilizarse en aplicaciones posteriores como indicador luminiscente. El desarrollo de este
sistema implica el acoplamiento de un sistema biotecnoldgico con un sistema de control, lo

que genera un sistema de iluminacion alternativo, sustentable e innovador.



1. CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Organismos bioluminiscentes

La bioluminiscencia se encuentra en un amplio rango de organismos desde
bacterias y protistas hasta calamares y peces [1,2,18]. En la mayoria de los casos, la
luminiscencia es producida por los mismos organismos y no por simbiosis con bacterias.
En el caso de los organismos simbioticos, como son los calamares y los peces que utilizan
a las bacterias luminiscentes, han desarrollado 6rganos de luz especializados para
mantener en su interior la poblacion bacteriana [9,10,19]. La importancia biol6gica de la
bioluminiscencia en los organismos marinos queda manifestada por su amplia distribucién
en el océano, desde la superficie hasta las profundidades, desde los polos hasta los tropicos
[1,18,20].

Los microorganismos bioluminiscentes han sido estudiados en un amplio rango de
areas. El uso principal que se les ha dado es en el campo de la biologia molecular y
ambiental, utilizados desde investigaciones sobre el sistema quérum [6,7,21,22] hasta el
monitoreo de compuestos toxicos [23-25].

Las bacterias bioluminiscentes habitan cominmente en el mar, especialmente en
aguas templadas y calientes. La emisién de bioluminiscencia es controlada por un sistema
de autoinduccion o “percepcién quérum” [6,9,12]. En concentraciones celulares altas el
autoinductor es acumulado en el medio extracelular; una vez que se alcanza una
determinada concentracion celular y por lo tanto de autoinductor, se desarrolla una
respuesta transcripcional de genes particulares dando como resultado la luminiscencia
[6,8—11]. Una vez inducidas brillan continuamente en la presencia de oxigeno, en vez de
producir intermitencia de luz. Estas propiedades son especificas de las bacterias, lo que las
hace adecuadas como fuente de iluminacién continua y de espectaculares fenémenos
marinos como los mares luminosos [1,9].

Las bacterias bioluminiscentes conocidas se clasifican en cinco géneros: Aliivibrio,
Vibrio, Photobacterium, Shewanella y Photorhabdus [12,12-14]. Las mé&s estudiadas son
las que pertenecen al género Aliivibrio y Vibrio de la familia Vibrionaceae, incluyendo la
especie predominantemente libre V. harveyi (Vibrio harveyi). También se encuentra la

bacteria A. fischeri (Aliivibrio fischeri), la cual se conoce por su simbiosis con calamares



sepiolidos y loliginidos y peces monocéntridos [1,15,18]. Previo a 2007 esta bacteria se
llamaba Vibrio fischeri dentro de la familia Vibrionaceae [14]. Los principales factores que
limitan el crecimiento de estos organismos luminiscentes son los nutrientes (carbono,

nitrégeno y cloruro de sodio) y las condiciones ambientales (temperatura y pH) [12,26].

1.2 Enzimas en la bioluminiscencia

1.2.1 Luciferasa bacteriana

Las reacciones bioluminiscentes se deben a la accion enzimatica de la luciferasa
gque es activada por el oxigeno. En el caso de la luciferasa bacteriana, los sustratos son:
flavin mononucledtido reducido (FMNH_), oxigeno y un aldehido graso de cadena larga. La
reaccién consiste en la oxidacion del FMNH; y el aldehido graso a FMN y &cido graso; y en
la reduccion del oxigeno a H2O. El conjunto de estas reacciones libera energia en forma de

luz verde/azul (max. ~ 490 nm) (Figura 1.1) [3-5].
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Figura 1.1 Reaccion de luciferasa bacteriana. Sustratos: FMNH,, oxigeno y un aldehido

graso de cadena larga. Productos de la reaccion: acido graso, agua 'y FMN [27].



La afinidad de la enzima luciferasa al oxigeno es muy alta, su constante de afinidad
(Km) por el oxigeno se encuentra en el rango nanomolar. En condiciones limitantes de
oxigeno, la luciferasa compite en la captura del O, contra algunas oxidasas (ej. respiracion).
Las bacterias luminiscentes pueden disminuir rapidamente las concentraciones de oxigeno
en el medio. A. fischeri tipicamente crece aerébicamente, pero también son anaerobias
facultativas en ambientes sin oxigeno [10,28].

La enzima luciferasa bacteriana consta de dos subunidades: alfa (=40,000 Da) y
beta (=35,000 Da). El sitio activo de la enzima y el sitio de anclaje del FMNH: se localizan
en la subunidad alfa, mientras que la subunidad beta es requerida para la emision de luz
(Figura 1.2) [29-31].

Cavidad del _\ >
sitio activo

\
" — Subunidad £

Subunidad «

Figura 1.2 Estructura de luciferasa bacteriana. Conformada por la subunidad « y la
subunidad g [27].

La velocidad maxima de reaccion de la enzima luciferasa se encuentra en un rango

Optimo entre 6.5 y 7.5 [5]. En valores de pH menores a 6.0 y arriba de pH 9.0 la



bioluminiscencia comienza a atenuarse. Mientras que debajo de pH 4.5 y arriba de 10.5 la
bioluminiscencia cesa por completo [17].

La luciferasa bacteriana es inhibida por acidos grasos como el acido oleico,
resultante de la oxidacion de la cadena de aldehidos, asi como por alcoholes alifaticos [32—
34]. La temperatura y el pH son criticos para la estabilidad de la enzima. Arriba de 35°C la
enzima es irreversiblemente desnaturalizada. Asi como en medios acidos (pH <6 para la
luciferasa de A. fischeri) o alcalinos (pH> 9 para la luciferasa de A. fischeri), la luciferasa
pierde definitivamente su actividad [17,35].

Los genes que codifican las proteinas que permiten la luminiscencia se han aislado
de diferentes bacterias luminiscentes, incluyendo Vibrio harveyi, Aliivibrio fischeri y
Photobacterium phosphoreum. Existen cinco genes lux estructurales: IuxC, luxD y IuxE
codifican para el complejo &cido graso reductasa, el cual se encarga de la formacién de los
aldehidos grasos; y IuxA y luxB que codifican para las subunidades alfa y beta de la
luciferasa (Figura 1.3) [10,36].

Direccion de la

expresion genética ’
Luciferasa bacteriana
Reductasa Sintetasa Transferasa

Complejo acido graso reductasa

Figura 1.3 Secuencia de genes lux involucrados en la bioluminiscencia [27].

En el modelo de regulaciéon de A. fischeri se involucran tres operones: el primer
operén contiene al gen luxl el cual codifica para la proteina AHL sintetasa, la cual se

encarga de la produccion de moléculas de sefializacion (mas informacién en la seccion 1.4).



El segundo operdn contiene al gen luxR, el cual codifica a un factor de transcripcion que
funciona como receptor de las moléculas de sefializacién. Posteriormente este complejo
estimula el tercer operdn, el cual se encarga de la transcripcién de los genes luxCDABE.
De esta forma se establece una respuesta positiva en ciclo logrando una autoinduccion de
luminiscencia mediante la acumulacién de moléculas de sefializacion en el medio a partir
del incremento de la densidad celular [9,10,36,37].

Sin embargo, para que la emision de la luz ocurra por tiempos prolongados, los
sustratos tienen que ser suministrados continuamente. Esto implica que otras enzimas
como los complejos &cido graso reductasa y flavin mononucleétido (FMN) reductasa
funcionen de manera continua [38—40].

1.2.2 Acido graso reductasa

La enzima que forma el aldehido graso es el complejo acido graso reductasa, sus
genes estan regulados por el operén Lux (LuxC, LuxD y LuxE). La enzima esta conformada
por 12 polipéptidos (4 copias de luxC, luxD y IuxE). El primer paso es mediado por la
actividad de la transferasa, codificada por LuxD, la cual transfiere donantes Acyl
(provenientes de la via de biosintesis de los acidos grasos), a un grupo hidroxilo, seguido
por la conversidn del éster a un acido graso a través de la hidrélisis (Figura 1.4). La
transferasa tiene alta especificidad por cadenas de 14 carbonos, como el tetradecanal que
es conocido por ser uno de los sustratos de la luciferasa. El segundo paso es mediado por
la actividad sintetasa (codificada en LuxE), que activa el grupo carboxilo con ATP para
formar un anhidrido de Acyl-AMP. Posteriormente reacciona con un tiol formando un enlace
covalente entre el grupo Acyl y la sintetasa, liberando el AMP [39—-42].

El dltimo paso es una reduccién (codificado por luxC), en la que a partir de una
transesterificacion el Acyl-graso cambia su enlace covalente de la sintetasa hacia la
reductasa. Posteriormente la reductasa rompe el enlace tiol-éster utilizando un NADPH,
liberando el aldehido graso y la enzima regresa a su estado libre. Las subunidades de la
acido graso reductasa estan organizadas en una forma radial con un centro de cuatro
subunidades reductasas, seguidas por una sintetasa y en la parte mas alejada del centro

estan las transferasas [40—-42].
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Figura 1.4 Reacciones de la transferasa, sintetasa y reductasa en el complejo enziméatico
acido graso reductasa [27].

1.2.3 Flavin mononucleo6tido reductasa

El flavin mononucle6tido (FMN) es un portador de electrones, capaz de donar y
recibir uno o dos electrones. EI FMN es derivado de la riboflavina (vitamina B2), la cual es
un nutriente esencial para células eucariotas y procariotas; éste se obtiene a partir de la
accion enzimatica de la riboflavina quinasa + ATP afadiendo un fosfato a la riboflavina
formando la FMN reductasa [43,44]. La reduccion del FMN a FMNH: se lleva a cabo por

una oxidorreduccion catalizada por la FMN reductasa (Figura 1.5) [38,39,44].
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Figura 1.5 Reaccion de enzima FMN reductasa [27].



1.3 Capacidad simbiédtica de A. fischeri

Algunas de las bacterias luminosas de la familia Vibrionaceae forman asociaciones
benéficas con peces o0 calamares marinos. Los organismos marinos utilizan la
bioluminiscencia para diferentes fines como atraccion de presas, comunicacion, evasion de
depredadores y contra-iluminacién. Un ejemplo de esta relacién es el mutualismo entre A.
fischeri y el calamar hawaiiano E. scolopes (Figura 1.6). Este calamar utiliza la contra-
iluminacién durante la noche como una estrategia de camuflaje para evitar depredadores
[45,46]. Emite luz a través de sus 6rganos de luz, en los cuales puede dirigir, modular y
difuminar la luminiscencia en respuesta a la luz descendente de la luna y las estrellas
[10,19,45,46]. De esta forma el hospedador provee de un ambiente rico en nutrientes para
el crecimiento de las bacterias a cambio de los beneficios de la bioluminiscencia.

Figura 1.6 Fotografia de Euprymna scolopes tomada por William Ormerod [41].

La bacteria A. fischeri se encuentra libre en el agua de mar y coloniza a sus
hospedadores simbidticos. La colonizacién comienza en los calamares jévenes, A. fischeri

utiliza sus flagelos polares para entrar a través de los poros ubicados en el exterior de los



6rganos de luz (Figura 1.7). Cuando A. fischeri comienza la colonizacion se adhiere a las
criptas de los dérganos de luz y comienza su crecimiento a partir de los nutrientes
suministrados por el calamar, y en alrededor de 12 horas llega a una poblacién de 10°-10°
de bacterias [19]. Durante el amanecer los calamares expulsan 90-95% de las bacterias y
se entierran en la arena. El 5-10% remanente de las bacterias se multiplican durante el dia

y vuelven a llegar a una poblacién completa luminiscente en la nhoche [10,19,47].

Figura 1.7 A. fischeri entra a los 6rganos de luz del calamar E. scolopes a través de los
poros de cada lado de los érganos. Se pueden ver tres poros del lado derecho e izquierdo

de la imagen. El color azul es producido por la bacteria [48].

Dentro de las primeras 12 horas de la colonizacién, A. fischeri pasa por un proceso
de diferenciacién perdiendo su flagelo, presenta una reduccién de tamafio celular, una
disminucién en la velocidad de crecimiento y su luminiscencia mejora. El calamar puede
llegar a tener una poblacién bacteriana desde 10° hasta 10*! células, dentro de este rango
de concentracién celular se llega a obtener la sefializacion quérum [9,11,19,49], lo que
permite la bioluminiscencia. Las asociaciones calamar-Aliivibrio son complejas y antiguas,

provenientes de afios de evolucién entre el hospedador y su simbionte.
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1.4 Autoinduccion o percepcion de quérum

La autoinduccidén bacteriana o percepcion quérum es un término utilizado para
describir el lanzamiento de moléculas de sefalizacion por células bacterianas hacia el
medio extracelular; la acumulacion de estas moléculas permite a una célula bacteriana
censar el nimero de las demas bacterias presentes, lo que conlleva a la poblacién entera
de tener una respuesta coordinada. En el caso de A. fischeri la respuesta que se realiza es
la expresion de los genes luxCDABE [6,10,49,50].

Aliivibrio fischeri cuenta con el gen luxI que codifica para la enzima AHL, esta enzima
se encarga de la produccién de N-acil-homoserina lactona (AHL) especificamente la N-3-
(oxohexanoil)-homoserina lactona (3-oxo0-C6-HSL), la cual es una de las moléculas mas
conocidas de sefalizacion de la percepcion quérum [46,49,50]. Esta molécula, llamada
autoinductor, se acumula en el medio durante el crecimiento y una vez que se alcanza un
limite de concentracién, AHL interactia directamente con un factor de transcripcion
codificado por el gen luxR desarrollando una respuesta transcripcional (Figura 1.8 y Figura
1.9). Esta respuesta genera la produccién de luminiscencia [10,49,50].

La percepcion quorum Luxl/LuxR se ha identificado en varias especies de bacterias
gram-negativas de diversos habitats, algunas patdégenas de plantas y animales. Entre las
diferentes actividades que la percepcion quérum controla se encuentra la bioluminiscencia,
la producciébn de enzimas extracelulares, transferencia de plasmidos, sintesis de

antibioticos y la formacion de biopeliculas [51,52].

Sitio de anclaje
Sitio de anclaje para el complejo

CAMP-CAP \ Lux R- autoinductor
i | EEEECH b [E8Y 8 | ¢
el

Sitio de anclaje bi-direccional
parala ARN polimerasa

Figura 1.8 Arreglo de genes estructurales lux de A. fischeri [27].

En cultivos de A. fischeri en los que se adicion6 al medio 3-oxo-C6-HSL para lograr

los niveles completos de induccién que ocurren en los érganos de luz, se produjo un alto
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nivel de luminiscencia ademas de una tasa de crecimiento menor, comparada contra

aguellos en los que la emisién de luz era muy baja o ausente [11,28].

Aliivibrio

’ : :
[ ‘\ fischeri
|
1
R
Activacion de la
‘ expresion génica
& I

€C b A B ¢

Sitio del operador

Figura 1.9 Mecanismo de autoinduccion en A. fischeri [27].

Las bacterias que residen en los érganos de luz de los hospedadores simbiontes (A.
fischeri - E. scolopes), llegan a una concentracion de 10° hasta 10! células/mL [9,11,19,49].
En esta concentracion se acumula suficiente autoinductor (AHLs) (100 nM) en el medio
extracelular lo que permite una emision de luz muy brillante utilizada por el pez o calamar
para sus propios fines [11,49]. Las bacterias expulsadas de estos 6érganos hacia el mar no
producen luciferasa en el exterior. Pueden sobrevivir largos periodos, incluso por muchos
afios, con poco o casi nulo crecimiento [53].

La autoinduccion de luminiscencia bacteriana es uno de los mecanismos de
comunicacion célula-célula. Los genes se activan bajo condiciones de alta densidad celular,
cuando los agregados de luz emitida son suficientemente brillantes para ser percibidos y

de esta forma cumplir con una funcion [10,49,50].

1.5 Factores que afectan el crecimiento y la luminiscencia de Aliivibrio fischeri

1.5.1 Temperatura y salinidad
Afios de investigacion de diferentes miembros de la familia Vibrionaceae

demuestran que la temperatura y la salinidad son agentes importantes en su dinamica
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poblacional [15]. Se demostré que las bacterias bioluminiscentes marinas no crecen en
concentraciones salinas menores a 1% ni en mayores a 7%, mientras que su crecimiento
Optimo se encuentra en un rango entre 2%-4% [12,15,54]. Se observd que esta bacteria
puede crecer en un amplio rango de temperatura desde 12°C hasta 32°C, aunque su mejor

crecimiento es a 28°C [15,55].

1.5.2 lones inorganicos

Generalmente las bacterias marinas como A. fischeri requieren iones inorganicos,
tanto cationes como aniones, los cuales estan involucrados en la induccion de la
luminiscencia [54,56,57]. Los cationes principales son: sodio, potasio, calcio y magnesio,
mientras que los aniones incluyen al bicarbonato, cloruro, bifosfato y sulfato [54,57,58].

El azufre es un elemento esencial requerido para la biosintesis de proteinas,
enzimas, cofactores y biomoléculas importantes. En las bacterias el azufre representa el
0.5-1% del peso seco celular. La asimilacion del azufre es precedida por el transporte del
azufre inorganico hacia la célula. En estudios de induccién de luminiscencia de A. fischeri
se demostré el requerimiento de altas cantidades de azufre exdégeno (3.5 g/L de
MgS04*7H,0) usando, ademas de concentraciones apropiadas ya sea de NaHCO; o KClI
[56,57]. Los iones que han demostrado un efecto negativo en la luminiscencia son el MgCl,
y CaCl,. En la Figura 1.10 se muestra el comportamiento de diferentes iones utilizados para
el cultivo de A. fischeri, graficados contra la luminiscencia que emite cada una de las

combinaciones.
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Figura 1.10 Intensidades de luminiscencia de A. fischeri en medios con combinaciones de

dos iones inorganicos a 14h y 24h [56].
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En bacterias marinas, el sodio funciona como estabilizador de la membrana celular
y motilidad del flagelo. También se ha reportado que las bacterias marinas poseen una
cadena respiratoria dependiente de sodio, y ésta tiene una correlacién cercana con la
luminiscencia [59]. La fuente de sodio que ha demostrado inducir la luminiscencia en
combinacién con el MgSO4 es el NaHCOs3; en una concentracion de 0.011-0.11 g/L (Figura
1.10) [56,57].

El potasio intracelular tiene un papel importante en la expresion de genes
involucrados con la luminiscencia y en el incremento del contenido de aldehidos de cadena
larga en Photobacterium phosphoreum [60]. La fuente de potasio que ha demostrado inducir
la luminiscencia en conjunto con el MgSO. es el KCI en una concentraciéon de 0.77-7.7 g/L
(Figura 1.10) [56,57].

En este sentido, la adicion de estos iones debe ser NaHCOs o KCl, debido al efecto
inhibitorio de la luminiscencia al utilizar ambos factores juntos en el medio. Sin embargo,
este efecto puede resolverse utilizando MgCl, [56,57].

Los bicarbonatos y carbonatos de sodio y amonio (Na2COs y (NH4)2CO3) tienen un
efecto inductor de luminiscencia dependiente de sulfuro inorganico y organico. La adicion
de bicarbonatos es necesaria para inducir la luminiscencia, éstos tienen la funcién de

activacion de la respiracion dependiente de Na* y de la induccién de luminiscencia [57].

1.5.3 Arginina

Se ha demostrado que la concentracion de arginina es responsable de la variacion
de laiintensidad luminiscente. El efecto de la arginina fue descrito por primera vez por Coffey
(1967), quién postuld que la arginina era el inductor de la bioluminiscencia bacteriana [61].
Nealson et al. (1970) demostraron que la arginina Unicamente potencia el efecto del
autoinductor [62]. De esta manera, la arginina estimula factores que incrementan la
expresion de luciferasa, asi como la transcripcion del sistema bioluminiscente in vivo
[17,54,62-64].

1.6 Cultivo continuo de Aliivibrio fischeri
El cultivo continuo en un fermentador permite mantener una poblacion en fase
exponencial de crecimiento durante un largo periodo de tiempo, dias e incluso semanas

[65]. Las condiciones Optimas que se reportan para el cultivo continuo de A. fischeri con
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una bioluminiscencia estable son: densidad celular de 9.5x10°%2.53x10%°, una tasa de
dilucién de 0.08-0.09 h, suministro de aire de 600 ml min?, agitacién de 300-350 rpm,
temperatura de 20-26°C y un pH de 7.8 [17].

La adicién de arginina se conoce por estimular la bioluminiscencia [17,62,64]. Los
cultivos que han demostrado mejor luminiscencia son aquellos cultivados con triptona,
peptona de soya y caseina pancreatica [17]. La disminucién de pH en el medio genera una
disminucién de bioluminiscencia. Mientras que el uso de carbonato de calcio ocasiona un
efecto buffer en el medio, ayudando a que la disminucién de pH sea lenta, con lo cual se

genera una bioluminiscencia prolongada [17].

Mutrientes
Temperatura Alre
Oiigeno

FH /E\ 8.
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Computadora

Figura 1.11 Esquema de fermentador para cultivo continuo de A. fischeri. PMT:
fotomultiplicador, PD: fotodiodo [17].
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En este sentido, el pH juega un papel importante en el mantenimiento de la
bioluminiscencia. La bioluminiscencia es atenuada por debajo de pH 6 y por arriba de pH
9. La luciferasa es inhibida a un pH menor a 4.5 y superior a 10.5 [17].

Scheerer et al. (2006) obtuvieron un cultivo continuo de A. fischeri (Figura 1.11) en el que
identificaron que los parametros que influyen en la produccion de bioluminiscencia son el

pH y la fuente de aminoéacidos.

1.7 Cultivo en batch de Aliivibrio fischeri

En el cultivo en batch el crecimiento exponencial de una poblacion no puede
continuar indefinidamente debido a la disminucién de sustrato en el medio, por lo cual se
obtiene una tipica curva de crecimiento con fases de latencia, exponencial, estacionaria y
muerte celular [65]. Petrun y Lostroh (2013) compararon diferentes medios para el cultivo
en batch de A. fischeri: 5g/L de extracto de levadura, 10g/L de triptona, 20g/L de NaCl y
100 mmol/L Tris-HCI 0 100 mmol/L acido 3-n-morfolino propanosulfénico (MOPS), todos a
pH 7. Los cultivos crecieron a 28°C durante 7 dias sin ningun nutriente afiadido. Las
mayores densidades celulares se obtuvieron con el buffer MOPS [53].

El objetivo de este crecimiento en batch durante 7 dias se llevé a cabo con la
finalidad de analizar el comportamiento de A. fischeri en la fase estacionaria. Se le
denomina fase estacionaria de largo plazo a aquellos cultivos que sobreviven durante varios
dias, en donde no se afiaden nutrientes después del suministro inicial; estas son
condiciones de estrés similares a las que los microorganismos se encuentran en
condiciones naturales [66].

A. fischeri tiene la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales bajo estrés
y llevar su crecimiento a una fase estacionaria de largo plazo. Una diferencia entre E. coliy
A. fischeri, es que A. fischeri no presenta una fase de muerte celular entre la fase

estacionaria inmediata y la fase estacionaria de largo plazo [53].

1.8 Modelos matemaéticos del crecimiento de sistemas bacterianos

Los modelos matematicos de un sistema permiten predecir y estimar el
comportamiento ya sea estatico o dinamico bajo ciertas condiciones. Especificamente para
poder obtener el modelo del crecimiento bacteriano, se tiene que caracterizar y validar

experimentalmente el sistema a través de la mediciébn de algunos parametros que
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representan funciones en un modelo matematico que estan relacionadas directamente con
el crecimiento. El crecimiento bacteriano por lo general muestra una fase de latencia o
tiempo lag (1) en la que la tasa de crecimiento comienza con un valor cercano a cero y
después acelera hasta un valor maximo (u). La curva tiene una tltima fase en la que la tasa
de crecimiento desacelera hasta que finalmente llega a cero y alcanza una asintota (C).
Cuando se grafica el logaritmo de la concentracion celular con respecto al tiempo, se genera
una curva sigmoidal con la fase de latencia inicialmente, seguida de una fase exponencial
y finalmente la fase estacionaria (Figura 1.12) [67].

El crecimiento celular se expresa generalmente en concentracion microbiana
(unidades formadoras de colonias por mililitro), pero también en términos de densidad
Optica (DO) como una medicién indirecta. La densidad éptica se conoce a partir de la
absorbancia medida en un espectrofotometro, ésta es una medicién facil, rapida y
econdmica [67,68].

Célula/mL

10°

el

Tiempo (h)

Figura 1.12 Curva de crecimiento microbiano. 1) Fase de latencia o tiempo lag; 2) Fase

logaritmica o exponencial; 3) Fase de transicion; 4) Fase estacionaria. [69].
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1.8.1 Modelos matematicos lineales — Ecuaciones de Monod
Las ecuaciones de balance de materia que describen el crecimiento en la fase

exponencial son las ecuaciones de Monod [70,71]:

X =uX 1)
§=—2X—mX 2)

En donde X es la concentracién celular, u es la tasa de crecimiento especifico, S es
la concentracién del sustrato limitante y Y es el coeficiente de rendimiento. Se asume que
el sustrato se convierte en biomasa y m es el coeficiente de mantenimiento.

Se pueden afiadir términos a estas ecuaciones dependiendo del tipo de cultivo que
se utilice y la finalidad. Las ecuaciones (1) y (2) describen un crecimiento en un cultivo en
lote, en este no se afladen sustratos durante el crecimiento. En un cultivo continuo se
consideran otras constantes como lo es la tasa de dilucién D (3), la tasa de flujo de

alimentacién F (L/h) y el volumen en el reactor V (L).
D= F 3
=7 3)

En el cultivo continuo se tiene una entrada y salida constantes de medio de cultivo

al reactor. Las ecuaciones (4) y (5) describen el crecimiento en un cultivo continuo [71].

X=pX — DX (4)
S=DR- %XM—DS (5)

En donde X es la tasa de cambio de la concentracion celular con respecto al tiempo,
S es la concentracion del sustrato (mg/L), X es la concentracion celular (mg/L), u es la tasa
de crecimiento celular (1/h), y es el coeficiente de rendimiento aparente (mg células/mg
sustrato) y R es la concentracion del sustrato en la alimentacion (mg/L).

Estas ecuaciones describen el crecimiento de los microorganismos Unicamente en
el crecimiento lineal, el cual se presenta durante la fase exponencial. Para poder obtener la

tasa de crecimiento (u) se obtiene la pendiente del logaritmo de la concentracién celular
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con respecto al tiempo a partir de una regresion lineal de los datos en fase exponencial. Sin
embargo, en esta investigacién se busca modelar el crecimiento considerando todas las

fases del crecimiento celular.

1.8.2 Modelos matematicos no lineales

En la literatura se encuentran reportadas varias ecuaciones que describen el
comportamiento sigmoide como lo son el modelo de Gompertz, Richards, el modelo
Logistico, entre otros (Tabla 2.5). Se diferencian por la finalidad con la que se emplean y
por el nimero de pardmetros que tiene cada ecuacion. La eleccion de los datos en la fase
exponencial, en el caso de las ecuaciones de Monod, puede ser subjetivo. Los modelos
matematicos no lineales permiten obtener los parametros de crecimiento sin sesgos, ya que
se analizan todos los datos con un solo modelo [67,68,72].

Para poder elegir el modelo matematico no lineal que describa adecuadamente el
comportamiento del microorganismo de interés, es necesario compararlo estadisticamente.
Algunos de los coeficientes estadisticos utilizados son el coeficiente de determinacion (r?),
el error cuadratico medio (ECM) y la desviacion de la raiz cuadrada media (RMSE)
[67,68,72].

1.9 Disefio de reactores bioldgicos

Un reactor bioldgico o biorreactor se refiere a un sistema cerrado en el que se lleva
a cabo una reaccién bioguimica mediante organismos vivos o sustancias activas derivadas
de los organismos, ya sean enzimas, microorganismos (bacterias, hongos y levaduras),
células animales o vegetales [73]. La funcién principal del biorreactor es proveer un
ambiente con las condiciones necesarias para el crecimiento celular y/o formacién de un
producto deseado [74].

Existen diferentes tamafos de biorreactores desde los de pequefia escala (cajas
Petri, bolsas de cultivo, frascos de cultivo celular, frascos Spinner, etc.) caracterizados por
su disefio simple en la parte de instrumentacion y control. Por lo general estos necesitan el
uso complementario de otros equipos como incubadoras o agitadores. Un biorreactor de
escala grande consiste en un tanque, una unidad de control, un sistema de enfriamiento y

calentamiento, un sistema de muestreo e instalaciones de seguridad (Figura 1.13) [74].
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El uso de sensores y actuadores en el interior del tanque permite monitorear y
controlar los valores de pH, oxigeno disuelto, temperatura y otros parametros de interés.
Para garantizar niveles Optimos de mezclado y transferencia de oxigeno se emplean
sistemas de aireaciébn y agitacion [75]. El uso de reactores de pequefia escala
instrumentados ha sido esencial en el proceso de escalamiento [75].

Dependiendo del organismo a cultivar se disefiara un biorreactor especifico. Algunas
de las condiciones fisicas que se deben considerar son agitacion, aireacion del sistema,
flujo de entrada y de salida del sustrato, pH, temperatura, concentracion celular éptima,
entre otras [76].

Con base en lo anteriormente descrito, en este trabajo se formul6 la siguiente
hipétesis: es posible extender el periodo de luminiscencia de la bacteria A. fischeri al
prolongar su fase exponencial mediante un cultivo semi-continuo en el cual se afiadan los
nutrientes necesarios, manteniendo una temperatura y pH controlados. Ademas, se podra
disefiar un reactor considerando las condiciones de crecimiento necesarias (agitacion,

aireacion, pH y temperatura) para inducir la bioluminiscencia de A. fischeri.

Figura 1.13 A.) Biorreactor de 30 L para el cultivo de bacteria E. coli [77]. B.) Biorreactor
de 5 L para el cultivo de bacterias, levaduras y hongos [78]. C.) Biorreactor con cultivo

luminiscente de dinoflagelados [79].
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1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo general

Desarrollar un cultivo semi-continuo de Aliivibrio fischeri y disefiar un reactor para la

activacion de un sistema bioluminiscente bacteriano.

1.10.2 Objetivos especificos

Disefiar un medio de cultivo para mejorar el crecimiento y la luminiscencia de
Aliivibrio fischeri en condiciones in vitro.

Modelar la curva de crecimiento de cultivo in vitro y obtener los coeficientes para los
modelos matematicos no-lineales que describan el crecimiento de Aliivibrio fischeri.
Escalar el cultivo de Aliivibrio fischeri.

Cultivar de manera semi-continua a Aliivibrio fischeri.

Disefar y construir un sistema de control para el mantenimiento de pH.

Disefiar un prototipo de reactor para el cultivo de Aliivibrio fischeri.
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2. CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 Reactivacion de Aliivibrio fischeri (ATCC®, 7744)

La cepa utilizada en esta investigacion es Aliivibrio fischeri. La cepa fue suministrada
por la ATCC y corresponde a la cepa 7744. Una vez recibido el cultivo liofilizado (Figura
2.1) fue reconstituido en el medio de cultivo reportado para el crecimiento de bacterias LB20
(Tabla 2.1) y ajustado a pH 7.0 con Tris-HCI 50mM.

Tabla 2.1 Medio de cultivo LB20 utilizado para la reactivacion de A. fischeri.

Componentes Peso (g/L)
Extracto de levadura 10
Triptona 5
NacCl 20

Figura 2.1 Vial de cepa Aliivibrio fischeri ATCC-7744.

La reactivacion se realiz6 de acuerdo con las indicaciones del proveedor, para lo
cual se calent6 el vial con la flama de un mechero y se colocaron unas gotas de agua
destilada en la punta caliente para romper el vidrio. Se golpe0 el vial para remover la punta
y se tomd con pinzas el vial interior donde se encontraba el cultivo bacteriano liofilizado
(Figura 2.2).
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d
Figura 2.2 Apertura de vial conteniendo la cepa de Aliivibrio fischeri.

Posteriormente se colocaron 2 mL de medio de cultivo (Tabla 2.1) en el vial y se
mezclé manualmente. Seguidamente se deposité 1 mL del cultivo bacteriano resuspendido
en 20 mL de medio estéril en matraces de 125 mL. La cepa reactivada se incub6 a 100 rpm
y 27+1°C por 24 horas. Toda vez que el cultivo presentd bioluminiscencia, el cultivo se

preservo a -80°C con glicerol estéril como crioprotector en una relacion 1:1 (v/v).

2.2 Andlisis estadistico y disefio de experimentos de medios de cultivo

Se realiz6 un disefio de experimentos (DOE) utilizando el software Minitab para
observar el efecto de los sustratos del medio de cultivo en el crecimiento celular y la
luminiscencia de A. fischeri. El DOE seleccionado fue factorial fraccionado; los factores
analizados fueron extracto de levadura, triptona y cloruro de sodio (Tabla 2.2). Cada factor
se estudio en dos niveles (concentracion alta y concentracion baja) por duplicado. Se realizé
un analisis estadistico de los disefios de experimentos con lo cual se determindé si un factor
era o no significativo. Ademas, se determind el nivel 6ptimo de cada factor (concentracién
g/L) a través de la herramienta de optimizacion de respuesta para mejorar la luminiscencia.

De acuerdo con el resultado obtenido del disefio de experimentos, se plantearon
cuatro medios de cultivo para su evaluacion (Tabla 2.3), ajustados a pH 7.0 con Tris-HCI

50mM. Los medios de cultivo se prepararon por duplicado en matraces de 250 mL con 40
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mL de medio de cultivo y 2.5% (v/v) de in6culo. Los cultivos se incubaron a 27+1°C, 100

rpm por 36 h. Se tom6 1 mL de muestra de cada cultivo cada 4 h.

Tabla 2.2 Factores y niveles para disefio de experimentos.

Factores (Componentes) Nivel bajo (g/L) Nivel alto (g/L)
Extracto de levadura 5 10
Triptona 5 10
NacCl 20 30

Tabla 2.3 Disefio de experimentos de medios de cultivo para el crecimiento de A. fischeri.
Todos los medios con pH 7.0 y 50 mM Tris-HCI.

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4
Componentes
(M1) (M2) (M3) (M4)
Extracto de levadura (g/L) 5 10 5 10
Triptona (g/L) 5 5 10 10
NaCl (g/L) 30 20 20 30

2.3 Cultivo sélido, pre-cultivo y cultivo liquido de Aliivibrio fischeri

Una alicuota de 200 pL de cultivo liquido fueron tomados para sembrar con asa de
Drigalski y de platino o bacteriolégica sobre toda la superficie, en los medios sélidos 2 y 4
(Tabla 2.4) utilizando 2% de agar (pH 7.0, con Tris-HCI 50 mM). Posteriormente se
incubaron a 27+1°C para comprobar el crecimiento y la emisién de bioluminiscencia, asi

como su duracion.

Tabla 2.4 Medio de cultivo sdlido para el crecimiento de A. fischeri.

Componentes Medio 2 (g/L) Medio 4 (g/L)
Extracto de levadura 10 10
Triptona 5 10
NacCl 20 30
Agar 20 20
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Los pre-cultivos liquidos de Aliivibrio fischeri partieron de alicuotas criopreservadas.
Esto se realiz6 inoculando el 5% (v/v) del cultivo en 20 0 40 mL del medio 2 y 4, incubando
a 100 rpm y 27+1°C durante 24 horas.

Los cultivos liquidos subsecuentes se realizaron en 40 mL de medio 4, en matraces
de 250 mL y 2.5% (v/v) de in6culo proveniente de pre-cultivos bioluminiscentes. Las

condiciones de incubacién fueron 100 rpm y 27+1°C durante 36 horas.

2.4 Curvas de crecimiento de Aliivibrio fischeri

El crecimiento se midi6 determinando la absorbancia de la densidad 6ptica a 600
nm (DOsoo) €n un espectrofotometro UV-VIS. Las muestras que se midieron fueron aquellas
obtenidas del disefio de experimentos de medios de cultivo. Las curvas de crecimiento se
generaron graficando las DOsoo de cada cultivo con respecto al tiempo.

2.5 Medicién del promedio de intensidad de luminiscencia

La luminiscencia se midié indirectamente mediante el procesamiento de las
imégenes fotografiadas durante la curva de crecimiento. El promedio de intensidad de los
pixeles se obtuvo mediante el software de Matlab. Un pixel puede tener un valor de
intensidad desde 0 hasta 255, siendo 255 un pixel blanco y 0 un pixel negro. La intensidad
promedio de una fotografia o de una determinada area de una fotografia es el promedio de
intensidad de todos los pixeles seleccionados. Las fotografias fueron leidas con el software,
convertidas a una escala de blanco y negro y con base a ella se determiné la intensidad

promedio.

2.6 Uso de sal de mesa para el cultivo de A. fischeri
El NaCl grado laboratorio se reemplaz6 por sal de mesa refinada yodada marca Elefante
(sales del Istmo) en el medio que obtuvo mayor luminiscencia (M4) con la finalidad de

disminuir costos en el medio de cultivo. Se mantuvo la misma concentracion de 3% (p/v).

2.7 Escalamiento de Aliivibrio fischeri

En matraces de 1000 mL con 500 mL de medio 4 y 2.5% (v/v) de in6culo (partiendo
de un pre-cultivo bioluminiscente), se realiz6 el primer escalamiento (Figura 2.3). El
escalamiento siguiente se realizé en matraces de 1000 mL con 900 mL del medio 4y 2.5%

de indculo (v/v). Para proporcionar la agitacion requerida para el crecimiento de A. fischeri
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ambos escalamientos fueron aireados mediante una bomba de aire Elite 802 (76 L) y un

flujo de aire de 3.5 L/min, con un filtro de 0.22 um para asegurar esterilidad.

Figura 2.3 Escalamiento de cultivo A. fischeri, 500 mL.

2.8 Cultivo semi-continuo de Aliivibrio fischeri

El cultivo semi-continuo permite el mantenimiento del cultivo en fase exponencial y
la prolongacién de la bioluminiscencia. El volumen del cultivo semi-continuo fue de 500 mL,
debido a la capacidad del cultivo luminiscente del prototipo del reactor planteado en el
presente proyecto.

El procedimiento fue el siguiente: se cultivd en un matraz de 1000 mL con 500 mL
de medio 4y 2.5% (v/v) de in6culo. A partir de este primer cultivo se realizaron subcultivos,
tomando 12.5 mL del cultivo previo e inoculandolo en 500 mL de medio 4 estéril cada 24

horas durante 10 dias. Los cultivos se airearon como se ha mencionado previamente.

2. 9 Modelo matemético del crecimiento celular de Aliivibrio fischeri

Utilizando los datos obtenidos en la curva de crecimiento de A. fischeri en el medio
4 durante un periodo de 28 h, se realiz6 un andlisis de regresion con diferentes modelos
matematicos no-lineales: Gompertz, Logistico y Richards (Tabla 2.5). A través de la

herramienta de ajuste de datos del software Matlab 5.0 se obtuvieron los valores para los
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parametros de crecimiento, asi como el error cuadratico medio (ECM), la r2 y la desviacion

de la raiz cuadrada media (RMSE) con 95% de confianza.

Tabla 2.5 Modelos matematicos no-lineales de crecimiento celular

Modelo Ecuacion
uexp(1)
= (A-t)+1
Gompertz Y=y, + Ce—e( C )
C
Logistico Y=Yt

1+ e(‘%"(a-t)n)

R u Da-
ichards Y =y, 4 C<1 ﬁe(1+ﬁ)e<(c)(1+ﬂ)(1+ﬁ)u t)))

y: absorbancia en tiempo t; y,: absorbancia inicial; u: tasa de crecimiento maxima;
A: tiempo lag; C: incremento de absorbancia desde y, hasta y,,s,; B: coeficiente de
modelo.

2. 10 Sistema de control para el mantenimiento de pH y disefio del prototipo de
reactor para Aliivibrio fischeri
2.10.1 Control de pH

El control de la neutralizacién del pH juega un rol importante en muchas reacciones
biolégicas y quimicas. Sin embargo, el control de pH es complicado debido a su
comportamiento no-lineal [80].

Es por esto que se desarroll6 un prototipo para regular el pH del cultivo en un
intervalo de 7.0-7.5 introduciendo una solucion de pH de 8.0. El objetivo fue controlar el pH
en un valor determinado para el crecimiento de A. fischeri. El sensor que se utilizé es el
sensor de pH Gravity analogo conectado a la interfaz PH2.0 de DF Robot. Esta interfaz se
encarga de recibir la sefial analégica para procesarla posteriormente mediante un
microcontrolador (Figura 2.4).

Con un soporte universal se sujet6 el sensor de pH, la manguera con flujo de aire y
la manguera de alimentacion, los cuales se introdujeron a un matraz con el cultivo (pH 7.0).
La solucién con pH 8.0 que se alimento6 simula el medio estéril que estaria introduciéndose

al cultivo. La sefial amplificada obtenida en la interfaz fue alimentada al microcontrolador
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Arduino ATmega328p en la entrada analégica A0 (Figura 2.5). El cddigo utilizado para la

programacion del microcontrolador Arduino se presenta en el Anexo A.

Figura 2.5 Microcontrolador Arduino ATmega328p.

El microcontrolador a través de un puerto de comunicacion procesa la ley de control
disefiada y envia una respuesta de retroalimentacion mediante una sefal digital que activa
el semiconductor “puente-H” L298N, el cual acciona la direccion de giro de la bomba
peristaltica, transfiriendo la potencia necesaria para el encendido y apagado, y de esta
forma controlar de manera continua el pH empleando el modelo lineal de sistemas

invariantes en el tiempo.
2.10.2 Disenio fisico del prototipo de reactor
Se consider6 un cultivo de A. fischeri de 500 mL y como estructura un prisma

rectangular. Se hizo un andlisis de flujo para calcular la longitud y diametro del tubo flexible
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y se determind el tipo de material a emplear para la interconexion de valvulas y el reactor,
asi como la localizacion de los sensores. Con base en estas consideraciones se desarrollo
el dibujo asistido por computadora del prototipo de un reactor con el software Solid Works
2016.

El suministro de aire contemplado en el disefio fisico del reactor fue el mismo
utilizado para los experimentos del cultivo semi-continuo; a partir de una bomba de aire Elite
802 (76 L), con una capacidad de flujo de 3.5 L/min conectada mediante una manguera de
silicona a un filtro microbioldgico con tamafio de poro de 0.22 um que asegure la esterilidad

del aire. El filtro se une a una manguera la cual se introduce al biorreactor.
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3. CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Reactivacion de Aliivibrio fischeri

Se observé bioluminiscencia en los cultivos de A. fischeri después de las 24 h de la
reactivacion del cultivo liofilizado (Figura 3.1). El cultivo bioluminiscente se preservé con
glicerol a -80°C (Figura 3.2). La luminiscencia también fue observada en los cultivos
establecidos a partir de las alicuotas criopreservadas. Este método de criopreservacion se
ha reportado para muchas bacterias y resulta efectivo para bacterias bioluminiscentes,
obteniéndose cultivos viables [53,81].

Figura 3.1 Reactivacién de A. fischeri a las 24h.

Figura 3.2 A.) Ultracongelador a -80°C. B.) Vial con cultivo criopreservado de A. fischeri

con glicerol 1:1 (v/v).
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3.2 Disefio de experimentos de medios de cultivo para Aliivibrio fischeri

Se llevé a cabo un analisis de la composicion de los medios de cultivo utilizados
para el crecimiento de A. fischeri, para el disefio de un nuevo medio que pudiera inducir
una mayor luminiscencia. Los medios que se analizaron fueron los reportados por Scheerer
et al. (2006), Petrun y Lostroh (2013) y el medio comercial Photobacterium Broth (Sigma
38719) (Tabla 3.1) [17,53]. El medio utilizado por Petrun y Lostroh (2013) también se conoce
como medio LB alto en sal (20 g/L) o medio LB20.

Tabla 3.1 Composicion de diferentes medios de cultivo para el crecimiento de A. fischeri.

Medio Scheerer Medio Petruny Photobacterium Broth

Componentes )
et al. (2006) Lostroh (2013) (Sigma, 38719)
Extracto de carne () 5 - -
Peptona (g) 5 - -
Extracto de levadura (g) - 5 2.5
Triptona (g) - 10 5
NacCl (g) 25 20 30
Cloruro de Amonio (g) - - 0.3
Sulfato de Magnesio (g) - - 0.3
Cloruro Férrico (g) - - 0.01
Carbonato de Calcio (g) - - 1
Dihidrogeno fosfato de
potasio (g) ) ) 3
Na;HPO, (g) 15.5 - -
NaH2PO4 (g) 2 - -
MOPS (g) - 20.9 -
Glicerofosfato sddico (g) - - 23.5
Agua destilada (mL) 1000 1000 1000

En funcién al medio mas sencillo (LB20) se elaboré el disefio de experimentos, los
niveles superiores e inferiores de concentracion de cada componente se basaron en los

limites utilizados en los medios para el crecimiento de esta bacteria (Tabla 2.3).
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En todos los cultivos se observd crecimiento y luminiscencia (Figura 3.3). Las
observaciones de los cultivos en crecimiento se realizaron cada 4 h, lo que permitié

monitorear la bioluminiscencia y el crecimiento durante 36 h.

Figura 3.3 Medios de cultivo observados a las 8 h A. bajo luz y B. bajo oscuridad.

3.3 Cultivos sdélidos, pre-cultivos y cultivos subsecuentes liquidos

En los medios de cultivo sélido 2 y 4, la bioluminiscencia fue observada durante 7
dias a 27°C a partir de la siembra de alicuotas de cultivo liquido (Figura 3.4 y Figura 3.5).
La bioluminiscencia fue mas intensa el dia 1 y disminuy6 paulatinamente. La resiembra del
cultivo (medio sélido - medio sélido) también presentd bioluminiscencia. Cabe sefialar que
la luminiscencia en medio sélido fue observada en siembras realizadas a partir de medio

liguido o sélido y mantenida durante 7 dias en todos los casos.

Figura 3.4 Siembra en medio de cultivo sélido 2. A.) dia 1. B.) dia 5.
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Figura 3.5 Siembra en medio de cultivo sdlido 4, dia 1.

Los pre-cultivos presentaron bioluminiscencia desde las 8 h hasta las 36 h. En la
Figura 3.6 se muestra un pre-cultivo en medio 4 a las 24 horas de incubacién. La inoculacion
de los subcultivos se realizé a partir de los pre-cultivos que mostraron mayor

bioluminiscencia. El cultivo restante se preservé a -80°C en glicerol.

Figura 3.6 Pre-cultivo bioluminiscente de A. fischeri observado a las 24 h.

Por otra parte, los cultivos liquidos de A. fischeri presentaron diferentes resultados.
La bioluminiscencia fue observada a partir de una DOgoo de 0.779, alcanzada en la fase
exponencial. Esta se mantuvo hasta las 36 h presentando una disminucion de
bioluminiscencia al iniciar la fase estacionaria. Mientras que otros cultivos, a pesar de

mostrar la densidad esperada (0.78<D0O<1.8), se tornaron amarillentos y no presentaron
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bioluminiscencia (Figura 3.7). La pérdida de produccion de bioluminiscencia ocurre
comunmente en muchas especies y cepas bacterianas, esto se debe a varios factores como
la temperatura, oxigeno disuelto y nutrientes [82] y en algunos casos a mutaciones en el
gen luxR [21].

Figura 3.7 Cultivo de A. fischeri a las 24 h. A.) Cultivo que no present6 bioluminiscencia.

B.) Cultivo que presenté bioluminiscencia.

3.4 Curvas de crecimiento de Aliivibrio fischeri

Los valores de absorbancia de la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo) S€ muestran en
la Tabla 3.2. Se construyeron las curvas de crecimiento graficando las absorbancias
medidas con respecto al tiempo (Figura 3.8).

Entre los cuatro medios evaluados en esta investigacion, el medio 4 presento el
mayor crecimiento celular de A. fischeri. La fase exponencial comenzé a las 4 h posterior a
la inoculacién en todos los medios de cultivo. La duracién de la fase exponencial difirié
desde 8 h (M3) hasta 16 h (M4). Una segunda fase exponencial se puede observar en el
medio 4, lo que permitié mantener la luminiscencia por un periodo mayor de tiempo. La fase
estacionaria se alcanzé en diferentes tiempos, a las 12 h en el medio 3y a las 24 h en el
medio 4 (Figura 3.8).

Chong et al. (2013) reportaron resultados similares en el medio LB20, debido a que
present6 una fase de latencia en las primeras 4-6 h, una fase exponencial a las 10-11 hy
una fase estacionaria después de 15 h [21]. Este medio corresponde a la formulacion del

medio 3 usado en esta investigacion y los resultados son compatibles. Por otro lado, Chiado
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et al. (2011) utilizaron el medio de Agua Marina (DSMZ 246), el cual es similar al medio 4
empleado en el presente estudio, y sus resultados fueron similares a los aqui obtenidos: la

fase estacionaria se alcanzé a las 24 h posteriores a la inoculacion [83].

Tabla 3.2 Absorbancias leidas a 600nm de cultivos. Promedio de réplicas.
Tiempo (h) Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4
DOsoo o DOeoo o DOsoo o DOsoo o
0.143 0.013 0.198 0.023 0.186 0.003 0.182 0.025
0.368 0.004 0.440 0.025 0.393 0.007 0.447 0.029
0.780 0.007 0.863 0.017 0.786 0.015 0.779 0.008

12 1228 0.011 1353 0.018 1.199 0.015 1.229 0.009
16 1466 0.001 1534 0.018 1200 0.013 1.492 0.004
20 1536 0.010 1588 0.023 1.279 0.022 1.659 0.014
24 1593 0.010 1643 0.009 1361 0.005 1.870 0.004
28 1593 0.008 1.712 0.004 1390 0.002 1.893 0.003
32 1572 0.000 1.764 0.005 1478 0.002 1.937 0.001
36 1.444 0.002 1477 0.026 1.261 0.002 1.895 0.017

o: desviacion estandar de réplicas

La duracion de las diferentes fases de crecimiento es variable; la fase exponencial
mas corta se observé empleando los medios 2 y 3, los cuales tuvieron una concentracion
de sal menor (20 g/L). EI medio 4 present6 la fase exponencial mas prolongada,
probablemente debido a la disponibilidad de nutrientes y a la concentracion de sal alta (30
g/L) (Figura 3.8).
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Los cuatro medios de cultivo evaluados indujeron bioluminiscencia en A. fischeri. El

medio 1 indujo la mayor intensidad de luminiscencia durante las primeras 20 h mientras el

medio 4 permitié el mantenimiento de la intensidad de luminiscencia hasta las 28 h (Figura

3.9 y Figura 3.10). La intensidad mas alta de luminiscencia se detecté con 3% (w/v) de

NaCl, presente en los medios 1 y 4. Hongda et al. (2008) también reporté una mayor

luminiscencia al utilizar 3% (w/v) de NaCl para el cultivo de Vibrio sp., una bacteria

luminiscente [12]. Los medios 2 y 3 fueron constituidos con la menor concentracién de NaCl
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(2% wiv), lo cual es coincidente con la menor intensidad de luminiscencia (casi oscuros a
las 24 h).

Watanabe et al. (1991) reportdé un incremento en los iones de K+ intracelulares
(>300mM) en Photobacterium phosphoreum causado por un aumento del 1% al 3% de NaCl
en el medio [60]. El incremento de iones de K+ intracelulares pueden causar cambios
conformacionales en el ADN (superenrollamiento), favoreciendo la transcripcion del operén
lux [60].

La composicién de aminoacidos y péptidos de la triptona y extracto de levadura no
se examinaron, posiblemente las diferentes concentraciones de arginina contenida en los
medios evaluados aqui son responsables de las diferentes intensidades de luminiscencia
obtenidas. El medio 4 tuvo la mayor cantidad de arginina (teoréticamente 0.885 g/L),
contenida en el extracto de levadura y triptona, asi como la mayor intensidad de
luminiscencia. Este aminoacido se ha reportado como estimulante de luminiscencia
[17,62,64], los resultados observados fueron consistentes con esta informacion. Los demas
medios tuvieron las siguientes concentraciones de arginina teoréticamente M1: 0.442 g/L,
M2: 0.6075 g/L, M3: 0.7185 g/L. Sin embargo, el efecto de los demas componentes
contenidos en el extracto de levadura y triptona no se pueden descartar.

En todos los casos la bioluminiscencia comenzd en la fase exponencial y terminé al
iniciar la fase estacionaria (Figura 3.9 y Figura 3.10). Dunlap y Greenberg (1985) también
reportaron la iniciacion de bioluminiscencia después de 4-5 h de la inoculacion; y
demostraron que la adicién del autoinductor N-acil-homoserina lactona (AHL) induce el
inicio de la luminiscencia, con lo cual se acorta el tiempo para alcanzar la concentracién de
AHL necesaria para la induccién de luminiscencia (5-10 nM) [11]. Cabe sefialar que en el
presente trabajo no se afiadié autoinductor al medio, sino que éste fue producido por la
misma bacteria durante la fase de latencia. Scheerer et al. (2006) y Wang et al. (2013)
describieron que la luminiscencia disminuye cuando se alcanza la fase estacionaria a las
24 h [17,55]. Para mantener el cultivo en fase exponencial y prolongar la bioluminiscencia,
en el presente trabajo se consideré el empleo de un cultivo semi-continuo, haciendo un

recambio de medio cada 24 h.
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Figura 3.9 Promedio de intensidad de luminiscencia de A. fischeri en diferentes medios

de cultivo.
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M1 M2 M3 M4

M1 M2 M3 M4

Figura 3.10 Luminiscencia de A. fischeri en Medios 1, 2, 3y 4 (M1, M2, M3 y M4) durante

la curva de crecimiento.
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3.6 Andlisis estadistico del disefio de experimentos

Los resultados de la tabla ANOVA y del diagrama de Pareto (la linea roja indica el
umbral para la significancia estadistica de los factores evaluados) muestran que los tres
factores (triptona, extracto de levadura y NaCl) son significativos (valor-p < 0.05) (Tabla
3.3), siendo el cloruro de sodio el que presenté un mayor efecto sobre la intensidad de la
luminiscencia, seguido por la triptona y el extracto de levadura (Figura 3.11.A). La gréfica
de cubos muestra con un circulo rojo que la mayor intensidad de luminiscencia (138.07) se
obtuvo empleando el medio 4 (10 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levadura y 30 g/L
de cloruro de sodio) (Figura 3.11.B) en un tiempo de cultivo de 24 horas.

Tabla 3.3 Tabla ANOVA de andlisis de varianzas con una r? ajustada de 98.65%

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Efectos principales 3 21552.1  21552.1 7184 171.4 0.000
Extracto de Levadura 1 3220.1 3220.1 3220.1 76.83 0.001
Triptona 1 4507 4507 4507 107.53 0.000
NaCl 1 13825.1 13825.1 13825.1 329.84 0.000
Error 4 167.7 167.7 41.9
Total 7 21719.7

A  Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

Término
2.78
| Factor Nombre

A Extracto de levadura

e B Triptona
(o] NaCl

B_.

A-

0 5 10 15 20

Efecto estandarizado
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B  Grafica de Cubos de Promedio de Intensidad de Luminiscencia
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Figura 3.11 Andlisis estadistico. A.) Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados
para la intensidad promedio de luminiscencia. B.) Gréfica de cubos para la intensidad

promedio de luminiscencia.

3.7 Uso de sal de mesa para el cultivo de A. fischeri

El cultivo con sal de mesa refinada obtuvo una mayor luminiscencia con un promedio
de intensidad de 80.98 (Figura 3.12.A) y el cultivo con sal de laboratorio obtuvo 39.09
(Figura 3.12.B) a las 28 h. La mayoria de los organismos vivos contienen trazas de yodo,
el cual es esencial para procesos metabdlicos [84]. En la literatura se encuentran diferentes
estudios que demuestran que los microorganismos participan en la fijacion del yodo en el
medio ambiente. Se han encontrado varias bacterias marinas que tienen la capacidad de
metilar el yodo (I) contenido en el mar produciendo yoduro de metilo (CHsl), como lo son
A. macleodii, Photobacterium spp., y V. splendidus [85,86]. Podria ser que este elemento
quimico contenido en el mar le de algun beneficio al crecimiento de A. fischeri, asi como a
la produccién de bioluminiscencia, aunque no hay informacion al respecto en la literatura.
Al utilizar sal de mesa para el cultivo de A. fischeri se podran disminuir los costos del medio

de cultivo, ademés de inducir mayor bioluminiscencia y de esta forma facilitar su uso.
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Figura 3.12 A. Cultivo de A. fischeri con sal de mesa refinada Elefante y B. con NaCl de
laboratorio.

3.8 Escalamiento de A. fischeri
Los escalamientos de 500 mL y de 900 mL presentaron bioluminiscencia con una DOggo
de 1.435y 1.785 respectivamente a las 24 h (Figura 3.13 y Figura 3.14).

Figura 3.13 Escalamiento a 500 mL observado a las 24 h. A.) Foto con luz. B.) Foto en

oscuridad.
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Figura 3.14 Escalamiento a 900 mL observado a las 24 h. A.) Foto con luz. B.) Foto en

oscuridad.

3.9 Cultivo semi-continuo de A. fischeri

Se obtuvo bioluminiscencia durante 10 dias en el cultivo semi-continuo de A. fischeri
(Figura 3.15). El recambio de medio de cultivo se realiz6 cada 24 h. Se obtuvieron diferentes
DOeoo, desde 1.382 hasta 1.631 (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Densidad Optica de cultivo semi-continuo de A. fischeri.

Tiempo (dias) DOeoo

1 1.382
1.525
1.507
1.531
1.499
1.522
1.579
1.589
1.536
1.631

© 00 N O O~ W DN

=
o
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Figura 3.15 Cultivo semi-continuo de A. fischeri durante 10 dias.
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3.10 Modelo matemaético del crecimiento celular de A. fischeri

Los parametros de crecimiento y coeficientes estadisticos obtenidos de las
regresiones no-lineales se muestran en la Tabla 3.5. Los tres modelos no-lineales
evaluados (Gompertz, Logistico y Richards) tuvieron un ajuste de curva adecuado con una
r2 mayor de 0.990 y un ECM menor de 0.016. El menor tiempo lag se obtuvo por el modelo
Gompertz (0.9282 h) seguido por Richards (1.603 h) y el Logistico (1.673). La tasa de
crecimiento presenté valores entre 0.1005 y 0.1049 unidades de DO h. Un valor inicial de
absorbancia de 0.1 DO se obtuvo a partir de la aplicacién de los tres modelos. El incremento

de la absorbancia inicial a la méxima (C) fue entre 1.798 y 1.911 unidades de DO.

Tabla 3.5. Pardmetros de crecimiento y coeficientes estadisticos obtenidos de la regresion
de la DOeoo nm del cultivo de A. fischeri.

Pardmetros y Modelo matemético de crecimiento
coeficientes Gompertz Logistico Richards
A: Tiempo lag (h) 4.887 5.331 5.278
u: Tasa de
crecimiento (DO h) 0.1526 0.1549 0.1491
yo (DO) 0.001 0.001 0.001
C (DO) 1.955 1.889 1.894
B NA NA 0.9
r? 0.9964 0.9917 0.9924
r? ajustada 0.9938 0.9884 0.9893
ECM 0.01607 0.03725 0.03447
RMSE 0.06337 0.08632 0.08303

ECM: error cuadratico medio. RMSE: desviacion de la raiz cuadrada media.

A partir de las ecuaciones de los modelos no-lineales (Tabla 2.5) y los parametros
de crecimiento (Tabla 3.5), se obtuvieron estimaciones del cambio de densidad 6ptica
durante un periodo de tiempo. Estas estimaciones se compararon con los valores obtenidos

durante el crecimiento (Figura 3.8) de A. fischeri en el medio 4 (Figura 3.16).
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Figura 3.16 Comparacion entre valores medidos y estimados para el crecimiento de A.

fischeri en medio 4 utilizando modelos matematicos no lineales.

Los modelos matematicos no-lineales para predecir el crecimiento celular tienen
diferentes desempefios para diferentes microorganismos. Zwietering et al. (1990)
reportaron que la ecuacion Gompertz era adecuada para describir el crecimiento de
Lactobacillus plantarum, Nocardia sp., Salmonella Heidelberg y Listeria monocytogenes
[67]. Dalgaard y Koutsoumanis (2001) reportaron que el modelo Richards predecia
adecuadamente la tasa de crecimiento y el tiempo lag de diferentes bacterias que
descomponen alimentos de origen marino [72]. Lépez et al. (2004) utilizaron datos de
diferentes especies bacterianas y flingicas y reportaron que el mejor desempefio se obtuvo
con los modelos Baranyi, tres-fases-lineales, Richards y Weibull, obteniendo mejor ajuste
de datos comparados con el modelo Gompertz [87]. En esta investigacion los tres modelos
no-lineales utilizados fueron capaces de predecir correctamente el crecimiento de A.
fischeri. Debido a que es mejor utilizar modelos sencillos y simples (con menos parametros)
[67], los modelos Gompertz y logistico se recomiendan sobre el modelo Richards para
estimar el crecimiento de A. fischeri, debido a que éstos cuentan con una r? mayor a 0.98

y cuentan con un parémetro Menos en su ecuacion.
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3.11 Disefo del prototipo del reactor para cultivo semi-continuo de A. fischeri
3.11.1 Control de pH

Se desarrollé un prototipo de control de pH (Figura 3.17), el cual se alimenta de una
solucion de hidréxido de sodio con pH 8.0 que permite que el medio se neutralice y llegue
al pH deseado.

El valor de pH inicial del cultivo bacteriano fue de 7.0, que corresponde al valor inicial
de 200mV. La transformacién de mV a pH se obtuvo con la formula pH=35*Volts, por lo que
0.2v*35 corresponde a un pH de 7.0. Posteriormente se afadié acido clorhidrico

disminuyendo el pH hasta 3.5 (Figura 3.18).

Figura 3.17 Prototipo de control de pH. En el centro se encuentra un cultivo de A. fischeri
con sensor de pH. Del lado derecho una bomba peristéltica y un buffer a pH 8.0. Del lado
izquierdo el microcontrolador y el puente-H.
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CHl= Ze8ml)

Figura 3.18 Disminucion de pH de 7.0 (200mV) a 3.5 (100mV) en cultivo bacteriano.

En cuanto disminuy6 el pH de 7.0 a 3.5, la bomba peristaltica comenz6 a funcionar
con los retardos programados para compensar el tiempo de ajuste de pH (c6digo utilizado
para control de pH en Anexos). Los pulsos generados por el control PI ON-OFF se

presentan en la Figura 3.19, el ciclo de trabajo fue fijo con un valor de 66.6%.

Figura 3.19 Pulsos generados por el control PI ON-OFF.
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El pH se incrementé conforme la bomba fue alimentando la solucion con pH 8.0, una
vez que el medio obtuvo un valor de pH 7.0 la bomba peristéltica se desactivd. En la Figura

3.20 se demuestra como el pH fue incrementando hasta llegar al valor deseado.

CHl= Z8EmL

Figura 3.20 Incremento de pH en matraz hasta llegar a un pH 7.0 (200mV).

Utilizando un controlador proporcional-integra (PI) ON-OFF con las constantes de
disefio del controlador k, y k; de 2 y 0.1 respectivamente, se logré el control de pH a un

valor de 7.0. Los controladores proporcional e integral se obtuvieron mediante sintonizacién

y se utilizaron conforme a la siguiente ecuacion:

t
u(t) = Kye(t) +%f e(t)dt
i Jo

4

Donde u(t) es la sefial de control con respecto al tiempo, K,, es el controlador
proporcional, e(t) es el error con respecto al tiempo, k; = K,,/T; es la constante integral, T;

es el tiempo integral y es quien ajusta la accion integral.
El ciclo de trabajo fue de 66.6% para la alimentacion del buffer basico. Para
neutralizar el pH se utilizé una solucién con pH 8.0 elevando el pH de 3.5 a 7.0 en un tiempo

estimado de 5 minutos y manteniendo el pH en 7.0.
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3.11.2 Disefio fisico de prototipo de reactor
3.11.2.1 Dimensiones de reactor

Se modeld el disefio de un reactor considerando un prisma rectangular con las
medidas reportadas en la Tabla 3.6, que pueda satisfacer las necesidades del proyecto. El
reactor tiene un volumen interno de 1 L, esto con la finalidad de almacenar 500 mL de cultivo

de A. fischeri ademas de permitir la salida de gases (Figura 3.22).

Tabla 3.6 Medidas utilizadas para el disefio de reactor para Aliivibrio fischeri.

Arista Medida (cm)
Longitud 16
Ancho 10
Altura 10
Espesor de acrilico 0.6

3.11.2.2 Sensores y microcontrolador de reactor

Aunque se disefi6 el reactor, éste no fue evaluado durante la presente tesis y se
evaluara en una siguiente fase. El disefio del reactor cuenta con un sensor de pH y uno de
temperatura, éstos estaran conectados a un microcontrolador que estard enviando una
sefal digital a las electrovalvulas y bombas peristalticas, las cuales permitirdn la
alimentacién de medio de cultivo cuando se detecte un pH menor a 7.0 (Figura 3.22). La
temperatura solo se monitoreara, ya que no se estard regulando. Ademas, el
microcontrolador regulara el flujo de las bombas peristélticas las cuales recircularan el
cultivo bioluminiscente por las mangueras (durante las noches) (Figura 3.21) y estara
afiadiendo los sustratos (cada 24 h) para asegurar un crecimiento semi-continuo que
mantenga a las bacterias en una fase exponencial. Se estara aprovechando la energia
producida por un sistema hibrido (edlico, tidal y fotovoltaico) para mantener el cultivo del
reactor en movimiento, con la finalidad de la induccién de la bioluminiscencia, permitiendo

la generacién de un sistema de iluminacion sustentable.
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Figura 3.21 Modelo 2D de reactor con sistema de control.

3.11.2.3 Sistema de aireacién

El disefio del reactor cuenta con una entrada de aire por burbujeo; el suministro de
aire ademas de brindar oxigenacién al medio proporciona agitacién para tener el cultivo en
movimiento. El disefio del reactor tiene la entrada para una manguera de aire, ésta se
encuentra en la parte superior central del reactor y la manguera llega hasta la parte inferior

central del reactor (Figura 3.22.4).

3.11.2.4 Contenedor de in6culo

El disefio del reactor tiene un contenedor con un volumen interior igual al 2.5% (v/v)
de inéculo requerido para un cultivo semi-continuo de 500 mL. Este se encuentra en la parte
derecha inferior del biorreactor con las medidas reportadas en la

Tabla 3.7 (Figura 3.22.7).
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Tabla 3.7 Dimensiones del contenedor para in6culo

Arista Medida (cm)
Longitud 2
Ancho 10
Altura 24
Espesor de acrilico 0.6

Al vaciarse el reactor cada 24 horas se mantendra el liquido dentro del contenedor,

siendo éste el indculo requerido para el cultivo semi-continuo.

N N

Figura 3.22 Modelo 3D de reactor. 1) Salida de cultivo para cultivo semi-continuo (cada
24 h). 2) Salida de cultivo para recircular por manguera luminiscente (durante las noches).
3) Sensor de pH y temperatura. 4) Manguera de sistema de aireacion. 5) Entrada de
medio de cultivo estéril para cultivo semi-continuo (cada 24 h). 6) Entrada de cultivo para
recircular por manguera luminiscente (durante las noches). 7) Contenedor de inéculo. 8)

Interior de reactor con capacidad de 1 L.
3.11.3 Perspectivas de ubicacién del reactor

Un posible uso del reactor a futuro es en una estacion marina (Figura 3.23). El cultivo

de A. fischeri, contenido en el reactor, se bombearia hacia una manguera que rodearia la
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periferia de la estacion marina y regresaria como entrada al reactor. A lo largo de la
manguera se estaria observando la bioluminiscencia, la cual indicaria la posicion de la

estacion marina.

Figura 3.23 Estacién marina con espacios inferiores donde se localizaria el reactor del

cultivo de A. fischeri.
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CONCLUSIONES

Mediante un disefio factorial fraccionado se analiz6 el efecto de la composicion del
medio de cultivo sobre el crecimiento y la luminiscencia de A. fischeri. Se realizaron curvas
de crecimiento y de intensidad de luminiscencia promedio para evaluar el desempefio de
los medios disefiados. El medio que produjo una mayor densidad celular de A. fischeri, asi
como una mayor luminiscencia, consistié en 1% (p/v) de extracto de levadura, 1% (p/v) de
triptona, 3% (p/v) de NaCl y Tris-HCI 50 mM a un pH 7.0. Esta composicién produjo un
incremento de 2.4-veces del promedio de intensidad de luminiscencia en comparacion con
el medio 1, y 10-veces mas en comparacion con los medios 2 y 3.

Se analiz6 y grafic6 con modelos matematicos no-lineales (Gompertz, Richards y
logistico) la curva de crecimiento con base en los resultados obtenidos con el medio 4, con
la finalidad de estimar los tiempos de fase exponencial y predecir su crecimiento. Se
obtuvieron los coeficientes para los modelos matematicos no-lineales que describen el
crecimiento de A. fischeri.

A partir del medio que favoreci6 la luminiscencia de la bacteria se logré escalar el cultivo
a 500 mL y 900 mL. Se desarrollé un crecimiento semi-contintdio considerando los tiempos
de fase exponencial, lo que permiti6 un crecimiento celular prolongado y una
bioluminiscencia continua durante diez dias. La adicion de medio de cultivo se realiz6 cada
24 h con un in6culo del 2.5% (v/v).

Asi mismo, se modelé el disefio del prototipo del reactor con un volumen interno de 1 L
considerando la posicién de los sensores, de las mangueras de entrada y de salida de
cultivo y oxigeno. Asi como un contenedor con una capacidad de 2.5% (v/v) necesario para
inocular un cultivo de 500 mL.

Finalmente se desarroll6 un sistema que regula el pH (7.0) utilizando un sensor de pH
analdgico, un microcontrolador Arduino ATmega328p, un semiconductor “puente-H” L298N
y como actuador una bomba peristaltica, con un controlador Pl con ganancias k,=2y
k;=0.1. Se programo la tarjeta de adquisicion de datos utilizando el codigo presentado en

Anexo A.

54



PERSPECTIVAS

Con la base del cultivo semi-continuo de A. fischeri y la construccién del reactor
disefiado en esta tesis se podra tener un sistema que utilice la bioluminiscencia como fuente
alternativa de iluminacién. Es necesario disminuir el costo del medio de cultivo, ya que,
aungue se obtuvo una disminucién de 14 veces el costo comparado contra el “medio
Photobacterium”, se requiere seguir disminuyendo éste para hacerlo rentable. Ademas,
serd necesario optimizar el consumo del medio de cultivo. Con estas mejoras se podra
hacer uso de la bioluminiscencia como una fuente alternativa de iluminacion, y utilizarse a

futuro como indicador luminiscente en diversas aplicaciones.
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ANEXOS

Anexo A. Cédigo utilizado para el control de pH, programacion de microcontrolador
Arduino

//Se definen variables

double Setpoint, Input, Output;

PID myPID(&Input, &Output, &Setpoint,2,0.1,0.0, DIRECT));
float error=0.0;

float control=0.0;

/ISe define el Puerto del ADC
int digPin = 10;

#define SensorPin 0

//Se almacena el valor promedio de la respuesta del sensor
unsigned long int avgValue;

float b;

int buf[10],temp;

//Se define valor de pH deseado
float valordeseado=7.0;

void setup()

{
/lInstrucciones de pH
Input = analogRead(0);
Setpoint = 7,

/lInstrucciones de PID
myPID.SetMode(AUTOMATIC);
pinMode(13,0UTPUT);
Serial.begin(9600);
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Serial.printin("Ready");
}

void loop()
{
/[Programacion de pH
for(int i=0;i<10;i++) //Se toman 10 valores del sensor para suavizar el valor
{
buf[il=analogRead(SensorPin);
delay(10);
}
for(int i=0;i<9;i++)
{
for(int j=i+1;j<10;j++)
{
if(buf[i]>bufj])
{
temp=Dbulffi];
buf[i]=buf[j];
buf[j]=temp;
}
}
}
avgValue=0;
for(int i=2;i<8;i++) /ltomar el valor promedio de 6 muestras centrales
avgValue+=bufil;
float phValue=(float)avgValue*5.0/1024/6; //convertir el valor analogo en millivolts
phValue=3.5*phValue; /lconvertir milivolts en valor de pH
Serial.print("  pH:");
Serial.print(phValue,2);
Serial.printin(" *);

//Programacién de PID
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error=valordeseado-phValue;
Input = error,
myPID.Compute();

if (error <= 0.0)

{Output = 0.0;}

else

{error = error;}

//Programaciéon de ON-OFF

control=Output*80.0;

if (control > 600.0)

{control = 600.0;}

else

{control = control;}

digitalWrite(digPin, HIGH); // asigna el valor HIGH al pin
delay(control); // tiempo de espera con respecto a ganancias del Pl
digitalWrite(digPin, LOW); // asigna el valor LOW al pin

delay(400); //tiempo de espera de 400ms

/[Para imprimir resultados en pantalla
Serial.print("  PID:");
Serial.print(Output,2);
Serial.printin(" ");
Serial.print(" error:");
Serial.print(error,2);
Serial.printin(" *);
Serial.print("  control:");
Serial.print(control,2);
Serial.printin(" *);
Serial.print(" sal:");
Serial.print(Output,2);
Serial.printin(" *);
}
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