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esuimen

En la investigacion utilizamos reactivos de grado analitico, que, por su alta pureza, nos
garantiza tener repetitividad nuestros experimentos, al estar libres de factores indeseables,
sin embargo, cuando se busca que la investigacion genere un producto industrial, los costos
de produccidn utilizando estos reactivos son muy elevados y muchas veces se desconoce Si
el utilizar reactivos de grado industrial, nos den los mismos resultados. Este trabajo
compara los resultados que se obtienen al realizar un cultivo de H. salinarum utilizando
reactivos grado analitico contra reactivos grado industrial para la elaboracién del medio de
cultivo. Por medio de un espectroscopio, determinamos el crecimiento y desarrollo que esta
teniendo la arque en cada uno de los medios y la concentracion en la etapa estacionaria.

Los resultados obtenidos en este trabajo son alentadores y nos hace pensar que es posible
desarrollar un producto industrial a base Bacteriorodopsina, al lograr mejores rendimientos
utilizando reactivos grado industrial y, ademas, reducimos en un 99% los costos para la
elaboracion del medio de cultivo, cabe mencionar que para obtener 1 gr de
Bacteriorodopsina requerimos de 20 litros del medio de cultivo.

Palabras Clave: H. salinarum, Bacteriorodopsina, medio de cultivo, concentracion,
reactivos.
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gntecedentes

La Halobaterium salinarum fue nombrada por Harrison y Kennedy en 1922 y
clasificada en 1978 como un organismo extremofilo, por su capacidad de vivir en
ambientes hiper salinos, donde la concentracion de sal supera los 4M. Cuenta con 3
sistemas de generacidn de energia; Respiracion, Fermentacion y Fotosintesis (Oesterhelt
et al., 2009). Este ultimo mecanismo ocurre gracias a una proteina llamada
Bacteriorodopsina (BR).

En 1969 fue descubierta la Bacteriorodopsina (BR), producida por la arqueobacteria
Halobacterium salinarum. En 1971 se descubrié que era una proteina similar a la
rodopsina, de alli se deriva el nombre, pero no fue hasta 1972 que se descubrid su
funcionalidad como bomba de protones inducida por la luz. En 1997 se reportd datos
béasicos de su estructura molecular y funcionamiento biofisico.

Ya que los mecanismos naturales de produccion de energia quimica a partir de la
energia luminosa son extremadamente complejos en fendmenos como la fotosintesis, el
descubrimiento de un sistema tan simple y diferente como la BR, despert6 la curiosidad
del mundo cientifico, y repercutio, en el desarrollo de muchos grupos de investigacion
que dedicados al estudio de la BR y su mecanismo de bombeo de protones. Este interés
(junto con el hecho de que la BR se obtenga facilmente y en grandes cantidades), ha
hecho que sea la proteina de transporte, con la funcion y estructura mejor conocida. La
BR se ha utilizado como modelo de estudio para otras proteinas transmebranales como
la rodopsina (Hoflack et al., 1994). También se ha utilizado como base en el mundo de
la microelectronica, memorias holograficas (Hampp, 1990; Birge, 1999), memoria
Optica (Hampp, 2000), sonda de pH (Padros et al. , 2001), microchips informativos
(Birge, 1995), y produccion de hidrogeno (Wang, 2017), entre otros usos.
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3‘ ntroduccion

La H. salinarum, tiene forma de barra y cuenta con flagelos que le permiten tener
movilidad en su entorno, ademas produce vesiculas de gas que le permiten flotar y ser
mas competitiva para lograr mantenerse en la superficie de los lagos donde habita (Oren
et al., 2005). Actualmente podemos encontrar cultivos en masa de esta arque en Great
Salt Lake, Yellowstone National Park, y otros lugares donde la salinidad supere los 4M.
Los cultivos en masa de H. salinarum, puede reconocerse por su tipico color, que es
producido por las bacterioruberinas (Stoeckenius et al. 1979).

Figura 1. Laguna salinera de Alicante, el color del agua es provocado por la

presencia de H. salinarum. Imagen tomada de
http://charmalicantemultiaventura.blogspot.com/2015/04/tour-natur-wellness-in-
alicante.html.
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Actualmente se cuenta con 2 secuencias genodmicas completas de dos cepas de H.
salinarum, NRC-1 (Wailap et at., 2000) y R1(Pfeiffer at et., 2008). El genoma NRC-1
consta de 2,571,010 pares de bases divididas en, un cromosoma grande y dos pequefos.
El genoma codifica para 2,360 proteinas y cuenta un gran contenido de G-C (68%). Se
ha demostrado que este alto contenido de GC del genoma, aumenta la estabilidad de las
cadenas en ambientes extremos (Pfeiffer at et., 2008).

Figura 2. Microscopia de H. salinarum NCR-1, se puede apreciar la forma
alargada de la arquea. Imagen propia tomada de
https://www.researchgate.net/publication/281818000_Halophilic_Archaea_Life_
with_Desiccation_Radiation_and_Oligotrophy_over_Geological _Times/downloa
d.
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|. Bacteriorodopsina.

La Bacteriorodopsina (BR) es una proteina que consta de 248 aminoacidos con un peso
molecular de 26 kDa (Ovchinnikov et al., 1979; Dunn et al., 1981), donde resalta la
ausencia de histidina y cisteina, asi como la gran abundancia de aminoacidos
hidrofobicos y aromaticos. Su estructura consiste de 7 hélices anfipaticas (Figura 1)
nombradas de la A a la G conectadas entre si por bucles citoplasmaticos y
extracelulares, con el extremo N-terminal en el lado extracelular y el extremo C-
terminal en el lado citoplasmatico (Ovchinnikov et al., 1979).

Extremo
C-terminal
>
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fosfolipidica G R Ll 2
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Figura 3. Representacion esquematica de la BR en la membrana. La BR cuenta
con 7 a-hélices, siendo la hélice G, la que presenta la unién con el retinal. El
retinal, es el principal factor del Fotociclo de la BR.

Imagen tomada de https://www.slideshare.net/iltaitDes/membrana-celular-de-

procariotes.
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Figura 4. (lzquierda) Estructura terciaria de la BR obtenida a partir de rayos X
de cristales de la proteina (Codigo PDB: 1FBB), las 7 a-hélices se presentan en
color azul y el retinal en color verde. (Centro) Trimero de BR, donde cada color
es un monémero de BR y los retinales, se presentan en color amarillo. (Derecha)
Red hexagonal de trimeros de BR.

Imagen tomada de https://www.rcsb.org/structure/1FBB.

Hacia la mitad de la proteina, casi perpendicular al eje de las hélices, se encuentra unido
el retinal mediante una Base de Schiff (BS) protonada.

El retinal es el cromoforo responsable de coloracion pdrpura, de la absorcion de la luz y
de iniciar los cambios conformacionales para que la BR bombeé protones. Esta Gltima
propiedad hace que la proteina sea facil de localizar, al formar parches de Membrana
Parpura (MP) que tienen forma hexagonal, con un diametro entre 0.5-1 um y 45 A de
espesor (Oesterhelt et al., 1947; Henderson, 1975).

Estos fragmentos de MP poseen una estructura paracristalina consistente en una red
hexagonal perfecta de trimeros de BR (Blaurock et al., 1971). Los espacios entre las
proteinas estan ocupados por lipidos en una porcidn de 75% proteina y 25% lipidos en
peso (Henderson, 1975). Cada mondmero estd rodeado de unas 6 moléculas lipidicas
(Grigorieff et al., 1996).
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Figura 5. Cristales de BR, en donde se puede apreciar su forma hexagonal y su
color. Imagen tomada de la Tesis de doctorado de la Dra. Rosana Simon
Véazquez, del centro de estudios de biofisica de la Universidad Auténoma de
Barcelona.

La disposicion de la BR en trimeros ha demostrado tener mas estabilidad en altas
temperaturas (Dencheer et al., 1979), debido a la mayor compactacion de las hélices
existentes en los trimeros (Subramaniam et al., 1991). Se ha reportado que la BR
transporta protones de manera méas eficiente en estas agrupaciones (Dencheer et al.,
1979).

Los fragmentos de MP se reparten homogéneamente en la membrana citoplasmaética de
la bacteria y puede llegar a abarcar hasta el 50% de la superficie total (Oesterhelt et al.,
1973).

Figura 6. Esquema de H. salinarum donde se puede apreciar los parches MP y
sus flagelos.
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Il. Fotociclo de la Bacteriorodopsina

Se llama fotociclo al encadenamiento de cambios estructurales en la BR, que se produce
como consecuencia de la absorcion de un foton en el retinal, dando como resultado final
el transito de un proton desde el lado citoplasmatico al lado extracelular. El ciclo dura
aproximadamente 100 ms. Se creia que cada ciclo implicaba el movimiento de un solo
proton, sin embargo, recientemente se postuld que tal vez sean varios.

A cada uno de los cambios conformacionales por los que pasa la BR durante el fotociclo

se le denominan estados intermediarios.

BRs70 = K599 = Lssg = Myq9 = N5z — Ogao

Ecuacion 1. Estados intermediarios del fotociclo de la BR. Los Subindices
indican la longitud de onda que absorbe la proteina en cada uno de ellos.

La siguiente imagen describe un esquema del fotociclo, indicando cada uno de sus

intermediarios y sus tiempos de formacion.

3
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Figura 7. Esquema del fotociclo
de la BR. El ciclo comienza
cuando un foton incide en el
retinal y  ocasiona  una
reorganizacion de la densidad
electronica, en el paso J a K,
ocurre la isomerizacion del
retinal a 13-cis, 15-trans.

En L ocurre un cambio
conformacional en el retinal,
dando lugar a un movimiento de
moléculas de agua, en M ocurre
la liberacién del protén al
espacio extracelular.

En N ocurre la reprotonacion de
la BS. En O retoma su
conformacion de todo- trans.

En color rojo se indica los
tiempos.

Imagen tomada de la Tesis de
doctorado de la Dr. Rosana
Simon Vazquez.
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I11. Etapas del Fotociclo

El fotociclo consta de 10 etapas, en las cuales se distinguen 6 como principales.

e BR: Corresponde al estado basal de la proteina antes de comenzar el fotociclo. El
retinal se encuentra en conformacion “todo-trans”. En este estado la BS se
encuentra protonada (Siebert et al., 1983; Earnest et al., 1986).

e J: Ocurre una reorganizacion de la densidad electronica del retinal entre los
enlaces C=C y C-C, pero el retinal permanece en “todo-trans”.

e K: Enel paso de J a K ocurre la isomerizacion del retinal de “todo-trans” a “13-
cis, 15-anti” (Mathies et al., 1991), provocando cambios en la distribucion
electronica del retinal (Siebert et al., 1983).

e L: En este estado intermediario ocurre un cambio de entorno en el Asp 96,
ocasionado por el movimiento de moléculas de agua en el espacio entre este grupo
y la BS, al isomerisarse el retinal. Este movimiento consiste en la relajacion de las
hélices para promover el nuevo estado conformacional del retinal (Hayashi et al.,
2002).

e M: EI fendbmeno mas importante ocurre en este intermediario, donde sucede la
desprotonacién. Se creia que constaba de 2 sub-intermediarios, pero recientemente
Layi et al. (2002) descubrieron un tercero.

e Ma: Se produce el primer movimiento de protones donde la Base de Schhiff se
desprotona cediendo su protén al Asp 85.

e Mo2: El retinal cambia su accesibilidad desde el lado extracelular al lado
citoplasmatico, relajandose y exponiéndose mas al lado citoplasmatico. Esto
debido a una torsién de las hélices F y G, junto con una rotacién de la hélice F.

e M2’ Ocurre la liberacion del proton al espacio extracelular y se produce una
relajacion del retinal exponiendo la BS hacia la zona citoplasmatica.

e N: En el paso de M2’ a N se produce la reprotonacion de la BS a partir del Asp96
(Butt et al., 1989; Braiman et al., 1991). La desprotonacion del Asp96 se produce
gracias a la disminucion de su pKa, que ocurre cuando hay una entrada de
moléculas de agua al abrirse las hélices en la parte citoplasmatica durante Mo.
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Figura 8. Volimenes accesibles para las moléculas de agua internas en el estado
basal (izquierda) y en el intermediario M2 (Derecha) de la BR. Las redes
amarillas representan la superficie que ocupan las moléculas de agua atrapadas y
las azules representan la superficie ocupada por las moléculas de agua que puede
difundirse. Las bolas rojas representan las moléculas de agua que han podido
determinarse por estructura cristalografica (Grudinin et al., 2005).

e O: En este paso, el retinal se reisomeriza para obtener de nuevo la conformacién
“todo-trans” que coincide con la protonacién del Asp96 (Otto et al., 1998; Bousche et
al., 1991). El Asp96 toma el proton del grupo Y (la identidad de este grupo adin no se
conoce). Ahora en el paso de O-BR el Asp85 se desprotona, cediendo su protén al
grupo X (Bousche et al., 1992). Algunos grupos de investigacion creen que este grupo
es la Arg82 (Mathies et al., 1991; Govindjee et al., 1996), mientras que otros
proponen el Glu204 y Glu194.

Lo anterior sucede cuando el pH del medio es neutro, si el pH se encuentra sobre 9 o
entre 5y 3, el grupo X (desconocido) no libera protdn, en su lugar lo realiza el Asp85
junto con el Asp212.
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O &—&]@ O —+ BR

Figura 9. (A) Esquema del fotociclo de la BR nativa a pH neutro. Se representan
los diferentes grupos, por los que pasa el proton durante el fotociclo de la BR,
desde el lado extracelular (parte de arriba), hasta el citoplasma (parte de abajo),
en cada etapa del ciclo. (B) Esquema a pH &cido. Imagen tomada de la Tesis de
doctorado de la Dr. Rosana Simon Vazquez.

V. La Bacteriorodopsina en la Produccion de Energia

Las aplicaciones tecnoldgicas de la BR son multiples, destacandose la generacién de
energia. Se han reportado voltajes de hasta 300 mV, en la respuesta fotoeléctrica bajo
iluminacién constate, usando una concentracion de 10-50 pg/ml de BR (Skulachev,
1982).

Otros usos energéticos han sido en celdas solares (Bertoncello et al., 2003; Al-Aribe et
al., 2013; Thavasi et al., 2009), y recientemente, también se logrd la generacion de
hidrogeno utilizando BR con didxido de titanio (Wang et al., 2017).

La BR al ser una bomba de protones impulsada por luz, logra llevar iones H+ de un lado
de la membrana al otro, ocasionando una diferencia de potencial (energia estatica), que
puede ser aprovechada para generar una corriente eléctrica o también para producir
hidrogeno, que a su vez, puede ser aprovechado por una celda de combustible para
producir electricidad.
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H, O +A+BR=BR+H"+OH-

H+ H+ (HQO 7+ }\

I H+ H+ €—| |— OH- OH- —
— ]_[ = H+ H+ | | OH-

OB-
H+ H- OH- OH-

Figura 10. Bateria conformada por un medio de H»0 y NaCl. EI medio se
encuentra separado por una membrana que contiene BR (franja morada)
orientadas hacia un mismo lado, con la finalidad de tener un solo sentido en el
flujo de H+. El flujo comienza con la interaccion de una molécula de agua y de
un fotén en la BR, la BR toma un H+ y lo pasa al otro lado de la membrana, esto
genera una diferencia de potencia, que, con el tiempo, va aumentando.

Las ventajas de usar BR, es que puede trabajar en temperaturas de hasta 80 °C en
solucion y 140 °C en seco, pH entre 2-12, ademéas es estable en muchos solventes
organicos no polares y su tiempo de vida es de afios en estado seco (Knoblauch, 2014).

Sin embargo, la limitante, ademas del precio, es la desintegracién de la membrana
lipidica sobre la que normalmente se coloca, siendo de alrededor de 15 minutos el
tiempo de vida media. Pero gracias a los avances de la nanotecnologia, se ha
incorporado la proteina en otro tipo de materiales (Wang, 2017), extendiendo asi, su
tiempo de vida funcional hasta afios, y promoviendo asi nuevas aplicaciones.
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iBlanteamiento

del problema

La BR presenta caracteristicas particulares e interesantes, que son motivo de
investigacion, y que, gracias a los esfuerzos de numerosos laboratorios, hoy podemos
pensar en construir tecnologia con esta proteina. Sin embargo, una limitante importante
es el precio de adquisicion.

Reactivo Presentacion | Marca Tipo Precio | Fechade
Cotizacion
NaCl. 10 kg Sigma- BioReagent $4408 9/01/19
Aldrich MXM
MgSO..7H20. 1 kg Sigma- BioReagent $1887 9/01/19
Aldrich MXM
Peptona de Soya, por 0.5 kg Sigma- | Microbiologia | $5249 9/01/19
digestion enzimatica. Aldrich MXM
Citrato Sodico, 25 kg Sigma- FG $7658 9/01/19
NazCeHs05. Aldrich MXM
KCI. 1kg Sigma- BioReagent $1695 9/01/19
Aldrich MXM
CaCl,. 0.5kg Sigma- BioReagent $5639 9/01/19
Aldrich MXM

Tabla 1. Costos de los diferentes reactivos utilizados para preparar el medio de
cultivo de H. salinarum.
Consultados del catalogo en linea de Sigma-Aldrich.
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gustificacién

Al ser una proteina fotosensible, la Bacteriorodopsina tiene mdltiples usos. Sin
embargo, el costo actual de la proteina en el mercado ronda los $ 69,235.00 MXM por 5
mg. Es por esta razén que es deseable bajar los costos de produccion sin sacrificar la
calidad del producto.

Por lo tanto, se busca optimizar la produccion a una baja escala, al utilizar reactivos

grado industrial. Los resultados permitiran proyectar los gastos y el rendimiento a
mayor escala.
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@bietivo
principal

Implementar un medio de cultivo para H. salinarum con reactivos grado industrial y
comparar su efectividad con un medio de reactivos grado analitico.

Esto permitird medir la viabilidad de una extraccién de Bacteriorodopsina a gran escala,
y a su vez, probar la idea de obtener un producto industrial a partir de ella.

I. Objetivos Secundarios

e Aprender las técnicas de cultivo y conservacion de Halobacterium salinarum.
Comprender los diferentes procesos de extraccion y purificacion de la
Bacteriorodopsina.

Proponer un medio de cultivo mas econdémico y eficiente.

Realizar una comparacion entre los dos medios.

Estimar la cantidad de proteina que se lograria extraer con el medio propuesto.
Proponer una forma de extraer la proteina.
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I. Medio de Cultivo

etodologia

Se preparan dos medios; para el primero se utilizan reactivos grado analitico (Medio

MC) y el segundo con reactivos grado industrial, (Medio MI).

1.1 Medio MC

Utilizando los reactivos y cantidades propuestos en la tesis de Doctorado de la Dra.

Rosana Simon Vazquez (2009), se prepara el siguiente medio:

Reactivos:

B ONaCl oo 250 ¢
= MgSO4.7H20. ..o 20 g
" Peptona...........cooeviiiiiiiiiinnn 109
= Citrato Sodico, NazCeHsOr........ 30

O KClL 29

" CaCloeeeiiiii 02¢g
" H2O 1L

La sustitucion de la Triptona y el Extracto de Levadura por Peptona es para aumentar la
expresion de la BR.
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1.2 Medio Ml

A continuacion, se enlista los reactivos empleados en la preparacion del Medio Ml,
utilizando las mismas cantidades del anterior medio:

Reactivo Marca Nombre del producto
NaCl. ROCHE Sal Grano Industrial
MgS0O..7H,0. Giles Chemical Grade Epsom Salt
Citrato Sodico, NasCeHsOx. ENSIGN Trisodium Citrate
Dihydrate
KCI Caisa 0-0-62
CaCl;. Vitro 94%

Nota: Las cantidades utilizadas, son las mismas para ambos medios.

1.3 Preparacion del Medio

Equipo y Material:

= Parrilla.

= Agitadores magnéticos.

= Vasos de precipitado de 500 mly 2 L.

» Pipetas.

= Recipiente para autoclave de 1 L y 500 ml.

=  Bascula.

= Autoclave (opcional).

Procedimiento:

Para ambos medios la metodologia es la misma. Se colocan 800 ml de agua destilada en
un vaso de precipitado junto con todas las sales, colocando primero el NaCl y
finalizando con el CaCl,, asi se consigue una mejor disolucion. En otro vaso de
precipitado se diluye la Peptona en 200 ml de agua destilada. Una vez disuelta, se afiade
al primer vaso y se deja agitando a menos de 300 r.p.m. hasta que se homogenice la
solucion, para evitar aglomerados de Peptona.
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Por ultimo, se fija el pH en 7.4 y se manda autoclave (opcional), debido a las
caracteristicas del medio (hipersalino), dificulta el crecimiento y supervivencia de otro
tipo de organismos ajenos. Es por ello, que no se trabaja con ningun tipo de antibidtico.

1.4 Conservacion del Medio

El medio puede conservarse hasta después de 1 mes de haberse preparado, previo a su
almacenamiento se debe usar autoclave. No es necesario usar refrigeracion, sélo evitar la
luz del sol directa.

I11. Medio MI vs MC

Equipo extra:

= Espectrofotémetro.
= Matracesde 150 mly 1 L.

Procedimiento:

Se realizan 2 experimentos, uno con 75 ml y otro con 750 ml de cada medio.

Se colocan los medios en matraces, a continuacion, colocamos 0.5 ml de H. salinarum
en cada matraz. Se tapan los Matraces con papel aluminio, con ello se logra una buena
oxigenacion y se evita la evaporacion excesiva del medio. Se deja en incubacion
aproximadamente por 14 dias a 37 °C y agitacioén de 250 r.p.m.

Mediciones:

Se realizan lecturas periédicamente conforme lo amerite cada etapa del crecimiento del
organismo, utilizado un espectrofotdmetro. Se mide la absorbancia a una longitud de
onda de 550 nm y 660 nm, con la primera se estima la produccién de membrana parpura
y con la segunda el crecimiento de la arquea.
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esultados

Las lecturas de la absorbancia fueron adquiridas con el espectrofotometro “Barnstead”
del Lab B-11 del INB. El experimento fue montado el dia 18/06/2018 a las 13:15 horas,
bajo las condiciones antes mencionadas, usando un equipo de incubacién del Lab A-3
del INB.

Foto 1. Montaje del experimento, del lado derecho se encuentra los cultivos con
medio grado industrial y del lado izquierdo, los cultivos con medio grado
analitico. Se puede apreciar que cada uno de los medios tiene un color en
particular, siendo mas obscuro el medio de grado industrial.

Foto tomada el 18/06/2018.
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Foto 2. Experimento en curso, del lado derecho se encuentra los cultivos con
medio grado industrial y del lado izquierdo, los cultivos con medio grado
analitico. Se puede apreciar que estos Ultimos adquirieron una tonalidad rosada.

Mientras el los otros, se oscurecieron ain mas.
Foto tomada el 25/06/2018.

MI-550 nm MC-550 nm

Horas

750 mi 75 ml 750ml 75 mi
24 horas 0.073 0.068 0.024 0.010
48 horas 0.025 0.052 0.026 0.053
72 horas 0.128 0.294 0.026 0.231
96 horas 0.095 0.899 0.066 0.679
120 horas 0.708 1.334 0.335 1.394
124 horas 0.903 1.488 0.446 1.407
144 horas 1.204 1.681 1.159 1.604
168 horas 1.482 1.796 1.353 1.720
192 horas 1.646 1.883 1.450 1.664
216 horas 1.602 1.765 1.344 1.653
240 horas 1.638 1.809 1.302 1.632
264 horas 1.699 1.948 1.258 1.595
288 horas 1.630 1.852 1.294 1.537
312 horas 1.671 1.907 1.263 1.570
336 horas 1.633 1.803 1.279 1.474

Tabla 2. Datos de absorcion a 550 nm, los datos en color gris corresponden al
medio grado industrial y los azules al medio grado analitico. La absorcion a 550

nm nos indica la produccién de Bacteriorodopsina.
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MI-660 nm MC-660 nm

750 ml 750ml 75 ml

24 horas 0.062 0.020 0.007

48 horas 0.023 0.021 0.041
72 horas 0.104 0.017 0.169
96 horas 0.066 0.072 0.792
120 horas 0.639 0.401 1.122
124 horas 0.676 0.327 1.072
144 horas 0.978 0.809 1.269
168 horas 1.142 1.001 1.314
192 horas 1.237 1.016 1.195
216 horas 1.134 0.904 1.204
240 horas 1.142 0.931 1.174
264 horas 1.210 0.883 1.220
288 horas 1.100 0.942 1.163
312 horas 1.164 0.878 1.194

336 horas 1.182 0.904 1.144

Tabla 3. Datos de absorcion a 660 nm, los datos en color negro corresponden a
los del medio grado industrial y los grises al medio grado analitico. La absorcion
a 660 nm nos indica el crecimiento del organismo H. salinarum.

Figura 11. Cultivo de H. salinarum, se puede apreciar la forma alargada de la
arquea. Imagen propia tomada en el laboratorio.
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nalisis de
resultados

Comenzamos comparando la produccion de Bacteriorodopsina (550 nm) y el
crecimiento de la arquea (660 nm) para cada medio, teniendo como variante la cantidad

inicial del medio (750 ml, 75 ml).

MI-550 nm

2.5

2
E1s
bx
(]
O 1

0.5

0 .

24 48 72 96 120 124 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Horas
sl 750 ml 75 ml

Gréafica 1. Datos de absorcion a 550 nm, del medio grado industrial. Se puede
apreciar la diferencia entre los 750 ml y los 75 ml. La absorcién a 550 nm nos
indica la produccién de Bacteriorodopsina.
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OD 550 nm

OD 660 nm
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Gréfica 2. Datos de absorcion a 550 nm, del medio grado analitico. Se puede
apreciar la diferencia entre los 750 ml y los 75 ml. La absorcién a 550 nm nos
indica la produccién de Bacteriorodopsina.

MI-660 nm

24 48 72 96 120 124 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Horas
750 ml 75 ml

Gréfica 3. Datos de absorcion a 660 nm, del medio grado industrial. Se puede
apreciar la diferencia entre los 750 ml y los 75 ml. La absorcion a 660 nm nos
indica el crecimiento de la H. salinarum.
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MC-660 nm
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Gréfica 4. Datos de absorcion a 660 nm, del medio grado analitico. Se puede
apreciar la diferencia entre los 750 ml y los 75 ml. La absorcién a 660 nm nos
indica el crecimiento de la H. salinarum.

Podemos observar que, en ambos medios, la produccion de Bacteriorodopsina y el
crecimiento de la arque, alcanzo niveles mas altos de concentracion, donde la cantidad
inicial del medio fue menor (75 ml). Esta observacion es relevante, debido a que, si el
proceso se llevara a cabo a gran escala, se debe buscar la forma méas optima de cultivo,
sin embargo, con la informacion que tenemos, no podemos saber la razon de lo que
estamos observado, creemos que puede deberse a la aireacion de cada matraz, siendo
mayor en 75 ml y asi favorecer el crecimiento de la arquea. Pero para ello se debe hacer

mMAs experimentos.

I. Analisis de H. salinarum, MI vs MC en 660 nm.

Es el resultado principal que se persigue en este trabajo, la posibilidad de tener un
cultivo de H. salinarum con reactivos grado industrial, y que diferencia existia contra

uno con reactivos grado analitico.
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MI vs MC 660 nm, 750 ml
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Gréfica 5. Datos de absorcién a 660 nm, del medio grado industrial vs analitico
en 750 ml. Se puede apreciar una diferencia en el crecimiento de la H. salinarum,

siendo mayor la concentracién en MI.

MI vs MC 660 nm, 75 ml
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Gréfica 6. Datos de absorcién a 660 nm, del medio grado industrial vs analitico
en 75 ml. Se puede apreciar una menor diferencia que en 750 ml, pero sigue
siendo mayor el crecimiento de la H. salinarum, en MI.
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750 ml- 660 nm 75 ml-660 nm

Ml \Y[® Ml MC

24 horas 0.062 0.020 0.058 0.007

48 horas 0.023 0.021 0.040 0.041
72 horas 0.104 0.017 0.221 0.169
96 horas 0.066 0.072 0.679 0.792
120 horas 0.639 0.401 1.078 1.122
124 horas 0.676 0.327 1.144 1.072
144 horas 0.978 0.809 1.359 1.269
168 horas 1.142 1.001 1.465 1.314
192 horas 1.237 1.016 1.449 1.195
216 horas 1.134 0.904 1.307 1.204
240 horas 1.142 0.931 1.376 1.174
264 horas 1.210 0.883 1.456 1.220
288 horas 1.100 0.942 1.383 1.163

312 horas 1.164 0.878 1.437 1.194

336 horas 1.182 0.904 1.397 1.144

Tabla 4. Datos de absorcion a 660 nm, se presentan los datos de manera
comparativa entre cada medio. Podemos observar el crecimiento del organismo
H. salinarum en cada medio.

Como se puede observar, los resultados obtenidos son realmente alentadores, ya que en
ambos experimentos (750 ml y 75 ml), se apreciar un crecimiento favorable en el medio
grado industrial (MI) del organismo H. salinarum, ademas se suma el hecho de que el
organismo se desarrollo hasta un 26.5 % mejor en el medio de grado industrial con
respecto al medio grado analitico (MC).

Realizamos un promedio de los OD eg0 nm €N etapa estacionaria (192 horas - 336 horas),
de cada medio para conocer la diferencia promedio que existio entre el medio MI'y MC
en ambos experimentos.

750 ml- 660 nm 75 ml-660 nm

Mi MC Ml MC

192 horas 1.237 1.016 1.449 1.195

216 horas 1.134 0.904 1.307 1.204
240 horas 1.142 0.931 1.376 1.174
264 horas 1.210 0.883 1.456 1.220
288 horas 1.100 0.942 1.383 1.163
312 horas 1.164 0.878 1.437 1.194
336 horas 1.182 0.904 1.397 1.144

Promedio 1.167 0.922 1.400 1.184

Tabla 5. Calculo de promedios de ODsso nm €n etapa estacional.
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Con estos datos podemos decir que el crecimiento de H. salinarum en 750 ml para el
medio grado industrial (MI), fue 26.5% mayor respecto al medio grado analitico (MI).
Para el caso de 75 ml fue del 18.2%.

I1. Analisis de Bacteriorodopsina, Ml vs MC en 550 nm.

A continuacion, se realiza el mismo analisis para la produccion de Bacteriorodopsina.

MI vs MC 550 nm, 750 ml

1.8
1.6
1.4

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

OD 660 nm

s
24 48 72 96 120 124 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Horas

e M1 MC

Gréfica 7. Datos de absorcién a 550 nm, del medio grado industrial vs analitico
en 750 ml. Se diferencia en la produccion de BR en la etapa estacional del

crecimiento del organismo.
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MI vs MC 550 nm, 75 ml
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Gréfica 8. Datos de absorcién a 550 nm, del medio grado industrial vs analitico
en 75 ml. La diferencia es menor entra ambos, pero sigue habiendo una mayor
produccion de BR en el medio grado industrial en la fase estacionaria, puede ser
gracias a que existe una mayor concentracion de H. salinarum en el medio Ml.

750 ml- 550 nm 75 ml-550 nm

MlI MC Ml MC

24 horas 0.073 0.024 0.068 0.010

48 horas 0.025 0.026 0.052 0.053
72 horas 0.128 0.026 0.294 0.231
96 horas 0.095 0.066 0.899 0.679
120 horas 0.708 0.335 1.334 1.394
124 horas 0.903 0.446 1.488 1.407
144 horas 1.204 1.159 1.681 1.604
168 horas 1.482 1.353 1.796 1.720
192 horas 1.646 1.450 1.883 1.664
216 horas 1.602 1.344 1.765 1.653
240 horas 1.638 1.302 1.809 1.632
264 horas 1.699 1.258 1.948 1.595
288 horas 1.630 1.294 1.852 1.537
312 horas 1.671 1.263 1.907 1.570

336 horas 1.633 1.279 1.803 1.474

Tabla 6. Datos de absorcion a 550 nm, se presentan los datos de manera
comparativa entre cada medio. Podemos observar mejor la diferencia en la
produccion de BR en cada medio.
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Realizamos el calculo promedio de ODsso nm €n el periodo estacionario (192 horas - 336
horas) de cada medio.

750 ml- 550 nm 75 mI-550 nm

Ml \Y[® Ml MC

192 horas 1.646 1.450 1.883 1.664

216 horas 1.602 1.344 1.765 1.653
240 horas 1.638 1.302 1.809 1.632
264 horas 1.699 1.258 1.948 1.595
288 horas 1.630 1.294 1.852 1.537
312 horas 1.671 1.263 1.907 1.570

336 horas 1.633 1.279 1.803 1.474

Promedio 1.645 1.312 1.852 1.589

Tabla 7. Calculo de promedios de ODssonm €n etapa estacional.

Con estos datos podemos decir que la produccion de BR en 750 ml para el medio grado
industrial (MI), fue 25.3% mayor respecto al medio grado analitico (MI). Para el caso
de 75 ml fue del 16.6%.

Regresando a las primeras gréaficas de este analisis, donde observamos el fendmeno de
un mayor crecimiento de H. salinarum en el matraz de 75 ml con respecto al de 750 mi.
Usando el periodo estacionario (192 horas - 336 horas). Calculamos dichas diferencias
para ambos medios, como un dato Util para futuros experimentos. Siendo de 20.0 %
para M1y de 28.4% para el medio MC.

MI-660 nm MC-660 nm

750 ml 75 ml 750ml 75 ml

192 horas 1.237 1.449 1.016 1.195

216 horas 1.134 1.307 0.904 1.204
240 horas 1.142 1.376 0.931 1.174
264 horas 1.210 1.456 0.883 1.220
288 horas 1.100 1.383 0.942 1.163
312 horas 1.164 1.437 0.878 1.194
336 horas 1.182 1.397 0.904 1.144

Promedio 1.167 1.400714 0.922571 1.184857

Tabla 8. Calculo de promedios de ODsgo nm €n etapa estacional.
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I11. Discusiéon de Resultados.

Resulta obvio pensar que al tener una mayor concentracion de H. salinarum se podria
extraer mads BR del cultivo, inclusive, podriamos decir de forma hipotética que
obtendriamos un 26.5% mas de BR con este medio. Si tomando en cuenta los
rendimientos reportados en la tesis de la Dra. Rosana Simdn Vazquez (2009), donde
obtuvo un 1 gr de BR por cada 20 litros de medio, podriamos decir que utilizando el
medio propuesto se puede obtener 1.265 gr de BR por cada 20 litros de medio.

Consideramos el costo de la BR del mercado por 5 mg, podriamos decir que en
términos econémicos el rendimiento extra representaria mas de $18,285,000.00 MXN,
lo cual es muy significado, abonado a lo anterior, tenemos una reduccion del costo del
medio en un 99%.

Claro que todo esto es de forma hipotética, habra que realizar un trabajo posterior de
extraccion, siguiendo las metodologias propuestas en la literatura y asi poder comprobar
esta hipdtesis, sin embargo, lo que si es un hecho y que era el objetivo principal de este
trabajo, logramos reducir en un 99% el costo del medio y confirmamos que nuestro
medio es apto para el crecimiento y desarrollo de la H. salinarum.

V. Perspectivas.

Estos resultados nos permiten pensar en que es posible realizar un producto industrial
basado en BR a bajo costo, y nos abre el camino para pensar en las siguientes etapas.

= Realizar una comparacion de rendimientos de extraccion de BR, utilizando el
medio de grado industrial contra los resultados reportados en la literatura. Esto
nos permitira medir de forma cuantitativa y econdmico los costos de
produccién y con ello obtener un rendimiento y un posible costo de venta.

= El siguiente paso es colocar la BR sobre una membrana lipidica o algun
material sintético, donde pueda estar estable ante cambios fisicos y quimicos,
y pueda ejercer su funcion de bombear H+. Esto sentara las bases para
desarrollar una bateria o celda de hidrogeno basa en BR, gracias a su
propiedad de interés como bomba de protones impulsada por luz, creemos que
puede ser una opcion para generar hidrogeno verde que despues puede ser
transformado a electricidad por medio de una celda de combustible.
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onclusion

En base a los resultados que se obtuvieron, el crecimiento y desarrollo de H. salinarum en
el medio industrial es posible y recomendable, generamos un ahorro aproximado de $154
pesos por cada litro de medio preparado con respecto al uso de reactivos grado analitico,
este dato es util, si consideramos que para obtener 1 gr de BR se debe hacer un cultivo de
20 litros (Rosa Simdn, 2009).

Otro dato importante, es el rendimiento obtenido en el MI bajo las condiciones en las que
se realiz6 el experimento. El crecimiento H. salinarum fue de hasta 26.5 % méas y la
produccion de BR de hasta 25.3% mayor con respecto al MC.

Este trabajo nos permite continuar con la siguiente etapa del proyecto, que es la extraccion
de BR a gran escala, y analizaremos el fendmeno que observamos al principio del analisis
de resultados, el hecho de que en 75 ml obtuvimos una mayor concentracion de H.
salinarum de hasta un 28.5% mas. con respecto al de 750 ml, este fendmeno se presento en
ambos medios.

También nos permite pensar es que es posible realizar un producto industria basado en BR,
mas en especifico, una bateria y generador de H+, gracias a sus propiedades y a su
capacidad de bombear H+, podemos crear un medio rico en H+, que, a su vez, pueden ser
utilizados por una celda de combustible.
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