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I t!TF:CJDUCCI ON 

1 
1 El estudio de las bacterias es de sinjular im2ortancia tJnto ror 

~u distribución como por su interrelación biolólica con el medio. Las 

1 bacterias son los or~anismos m63 numerosos ~ ampliamente distribuidos1 

los encontramos rrjcticamente en todos los habitats¡ en el airev 

1 animales en materia orstlnica 

1 
descomPosici6n (1). Su versatilidad bialójica les· Permite ·:;ubsi;tir ::; 

ad~rt~rse inclu~ivt J condiciones Jdvers~sr ele form¿:; le::; 

1 en e o n t ramo~; e re e i en do a te í7. ;:· cH a tu r· as e):!. remas o 2 n medios donde l J s 

fuentes de carbono~ nitró1enc ;on escasas (2)1 asi como en !usares 

1 don de 1 a s e o n d i ci o n e ::. •:i e o ;d 3 en o s o n J.i rrd t a n t e :; ( 3 ) • De estos 

1 
orsanismos :6lo aljunos son nocivos al hombrer el resto, no ~ólo son 

1 ror su función ecol6jica como orjani~mos dejrad::;dores1 transformadores 

de materia orj6nica s fiJadores de nitrójeno (1). 

1 
1 

Al iSr.J.:;1 a11e otrn-:; or::lt:riismo"-i la·::; bc:cter'ia·:; son sensibles a las 

condiciones e ::ternas ·::: 12 SP•.rn den r ;';;; l danr en te 3 2 e m.1c t'íos cambios en e 1 

1 medie. La temreratura1 humedad1 ~oncentración de iones de hidróseno ~ 

m:L~eno son factora::; de vital imrortancia rara controlar su 

1 
1 
1 
1 
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1 
distribución1 Pero el factor mós imrortante es la cantidad de alimento 

1 disroniblr: (1), Par su JdaPtebilidad ~ capacidad rara esporular las 

1 
bacterias rueden subsistir ~ reproducirse CJSi cualauier 

condición de crecimiento siemrre ~ cuando dis2on~a de fuentes de 

1 carbono ~ nitrójeno (5), Otra caractcristica bacteriana es la 

1 or~anismos eucarióticos aljuna; 2s2ecies de Gacterias tienen la 

1 
1 por estor los tiros ~ 

dependen en alto jrado de las ~ariables del cultivo COlliO 

1 
del estado 1.fo desarrollo :fo L pobLdón. La com2l2Jidad de estos 

1 
1 

unid~s a l~ membr~n~ lJs cualc~ don.1n los electrones a los componentes 

1 terminales alternativos (6F7). 

1 En los sistemas bacterianos la presencia de cadenas respiratorias 

1 
(CR) .;ilternas (!S iJn f1?1"1ón1>2no 3mriliamente di';tribuido aue al Parecer 

1 r· ;~ '"'' i. n f 1 u t! n ;: a e '.:i :rf r e m o d if i e a e .i. o n e·; e n s u S T E (8 ) 1 e ri r e s r: u e s t a a 1 a 

di::,min1.1t:ió11 del f'luJo de o:d:Jeno en t'l medio de cultivo ~ Por el 

1 
1 
1 
1 
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cambio del DCEPtnr finJl de electronesi si el aceptar final es el 

OHi~eno a baJas concentracionesi la bacteria induce la sfntesis de 

citocromos b1 c1 al1 a~Cd> s 01 en masor 2ro~orción aue los 

fuera superior. En Bacillus 

s te B ro ti 1 e r· n; e r h i l u:.. e r e e i d ll iH1 ;;¡¡2 r 1J b i e amente e o n rd t r e: to e o m o .:: e e r to r 

final de alecLrcn0s1 el nivel de cltocro~o oxidasa jG ~e reducido en 

comPara1ión al aue se Presenta en culti~os crecidos aerobicamente (9), 

La nitr&ta reducta~~ rlE o~te bacilo es fuertemente inhibida ror 

e i anuro < r:: OD ·3 3:::: i da r:, e ro no r- o r 0 l m CJ n li ~: i do de e ar Li o r1 o ( C O) • 

AchromobJctor tambl~r1 ti2ne capacid2d de modificar su SR cuando el 

f unc i onand1~ s t mu J. t<: ne a:;1e:•n te; 

sensible al cianuro ~' citocromo o aue rresenta una m~~or sensibilidad 

8 este inhjbidor. En E. coli s A~otob~cter ~e h2 demostrado Guu 

e~iste un STE ramif icJdo. Se ha encontrado t2mbi~n la Pr2s2ncia de 

mesaterium1 M~cob2cteriuru rhl~tr ~icroccccus denitrificans tlO), 

( 5), En el Frimeror f~l 

e i t, o e r o íl1 o ,:; 2 ·: d ) ~ el citocromo o ~arecen f unc ion2 r como o::idasas 

cianuro1 mienLras oue el citocromo e se desenmasccra claramente en los 
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estadios de la esporu1Jci6n, En B, subt i lis :;;e ila 

encontr~do citacromo o Poco sensible Dl cisnuro u e i t o e r· o n1 o 

En B. cer2us1 Hal~orson (12) 

ve~ au~ las cólulas deJan de dividirse ~ alcan~an los ?rimeros 

estadios de 13 esForo~ónesi31 mientras aue L3n~ s colaboradore~ (13) ~ 

FelL~ ·:.1 lur1dsren <11) H1contrc:ron un incremi:nto sis:nificati·/o en ii:is 

Jet h· i dad E· s de NADH de sh id 1'<:•3 en;:¡:; a ;;s J. e omo en 1 os cito e romos del SF: 

al finalizar el crecimiento ve~etativo. Estos autores demostraron 

inhibición del transForte de 

HADH Fer cianuro no afecta 

inhibe 

electrone·.::, ':!- ~ Cl .... ,_ 

sijnificativaIDente 

considerablemente 

1 -
;.-;) 

es Po l' u 1 a e i ó r1 , Escaruilla ~ Benito {6) no sólo han corroborado con su 

investij3ción 21 incremento de citocromo~ durante la esForulación en 

l~ tia.fo sensibilid.1d dd tr-.:;nsPorte dE electrones ~;l cianu1·0, 

El Presente estudio se desrrende del ~rosecto slobal de 

investisación del sistema resriratorio de Bacillus cereus aue realizan 

Escamilla ~ colaboradores, Por esta r0zón ~ con l~ intención de aue 
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EscvmillJ s colaboradores, Por esta razón Y con la intención de aue 

éste tr~baJo sea meJor entendido e interpretador a continuación se 

transcribe el resumen del trabaJo Publicado por Escamilla !:l Benito 

( 6) • >t. 

• En e 1 Pres o n te t r· aba ._i o se ;·e v ü. ó 1 a e o 111 r- os i ció n !:l o r san iza ció n 

del sistema respiratorio de Bscillus cereus en la etapa losa1itmica de 

crecimiento Y durante la esPorulación. El anjlisis espectral (fisura 

1 Y 2l mostró aue las membranas de ambos tiPos de células contienen 

citocromos b5551 c548r a + a31 b562 ~ a2r esta cornPosición susiere un 

sistema de transPorte de electrones ramificado (fisura 3). 

CELULAS 

VEGETATIVAS ESPORULANTES 

• l, 

FIGURAS 1 'f 2 
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Las membranas de células esPorulantes manifiestan una gran 

actividad de NADH o}: id o r red u c tasa ' NADH oddasa 
1 

ascorbato-N' ~h N\ N\-tetrametil fe ni len di amina oúdasa ( TMF'D) (tabla I), 

Excepto la succinato1 otros sustratos ensayados no fueron oxidados. 

Se Presentó también altos niveles de citocroIDos (tabla 11). 

La desaparición Por destrucción selectiva (cercana a la luz 

ultravioleta) de auinona endógena del sistema respiratorio 

dePendiente de NADH indicó aue los electrones son transportados al 

oxiseno a trivés de la ónica via constituida por los diferentes 

citocromos Y la auinona (fisura 3) • 

. ------- ----·-----

l INHIBICION FUERTE 

~ INHIBICION DEBIL 

FIGURA 3 
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Los espectros con CD de membranas reducidas con ditionita (fisura 

4) exhibieron los Picos caracteristicos de los citocromos a3 (430 y 

592 nm Y valle a 445 nm)r a2 (643 nm) y o (417 nm y valle a 430 nm)r 

sin embarsor la reacción cinética de éste último citocromo fue muy 

1 ••• 

430 

417 A 
50' . l ~\ It. A~0.02 
401~(3 ··~ 
3o·~J 201

/ 

101 

o• 

:\ 

1 
1. 

445 

400 450 500 550 600 650 

FIGURA 4 

El cianuro.fue un pobre inhibidor de NADH oxidasa Y succinato 

o:ddasa 1 pero fue altamente efectivo en TMF'D oxidasa (Ki=2.5 

ruicromolar) (fisura 5A). La atebrinar dicumarol1 antimicina A Y 

2-hePtil-4-hidroxiauinolina N oxidasa (HOílNO) fueron considerablemente 

meJores inhibidores aue el cianuro en la NADH oxidasa {fisura 5B>. 

. ', ~ 

.. ·.·: 

; 
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1 Los espectros diferenciales con cianuro suSieren aue el citocromo b562 

Y ~2 Pueden ser componentes involucrados en la via resistente al 

1 cianuro mientras aue, los citocroruos c548 Y a + a3 Parecen formar 

1 
parte de la ramificación sensible al cianuro" (fi~ura 3). * 

1 11 

SUCCINATO l 100 
A -

1 

~ 
W 75 ~ ---N-AOH 

'"~\' . 
~,, ~-~-~ ~'. J 

---·r --.---r--
3QO 10 20 :10 40 50 10() 20(1 

1 
1 

1 
1 '. 

1 F !GURAS 5A Y 5B 

1 
1 

El sistema respiratorio de B. cereus crecido en condiciones 

normales ha sido estudiado caracterizado durante la etapa 

1 losaritmica de crecimiento Y en la fase esPorulante por LanS1 Felix Y 

Lundsren (13) Y més recientemente por Escamilla ~ Benito (6) Pero1 

1 roca atención se ha Prestado al crecimiento de este orsanismo sometido 

1 
1 
1 
1 

' ' . 
,·,· ,,.,,,1, • • ;.\:-:-..:),,, ~.;.,.;,,, 1.·c•'.·,1 ¡,•, 
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1 
a diferates tensiones de o~dseno e incli.1·:;i'.•e a condiciones 'cuasi~ 

1 anaerobica~r Pnr esto, el obJetivo de la Presente tesis ha sido el 

1 
estudio del efecto ¡Je la tf.rnsilin de:~ o:d;;Jeno en la formación de la 

1 
En el Presente estudio se aportan evidencias aue vienen a aPosar 

1 w comPlementJr 1~ tesi: de 8Ue Becillus cereus Posee un sistemJ 

1 
resPiratorio comFleJo el cual es caraz de res2onder s modificarse si 

las condiciones P2ra su crecimiento son cambiadas, 

1 
1 
1 

* NOTA: El resumen fue traducido del trabajo Publicado Por Escamilla 

~ Benito (6) ~ aumentado con los tahlas ~ fi~uras del mismo estudio. 

1 
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1 
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1 
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ENZIMA 

<Act. Especifica)* 

.OXIDORREDUCTASAS! 

Succinato!PMS-DCPIP 

N ?1 D H ! D C f' IF· 

DXIDASAS ! 

Succinato 

NADH 

Ascorbato+TMPD 

ETAPA CELULARU 

Ves. Esp,T3 

148 202 

55 342 

18 18 

43 296 

35 346 

RELACION rn 
LA ACTI 1¡ IDAD: 

1.36 

6.20 

1.00 

6.88 

9.99 

Tabla r.- Acti~idades res~iratorias Presentes en membranas 
de Bacillus cereus crecid~s normalmente. 

*Las acii·;id;;d;?S f~::;rncifica·~· e:;ttn e:(~·rt!sada:~. como nmol 
( "fl 1° r1 IJ t ,-¡ '•¡·el i"j 2 "'· r· C\ .¡. n ¡ f'¡ ·:· ¡•· I ":. :~ •· " l '1 ·~. Q" i el -\ r !' I~ d IJ ~. > 2 "° el.- '-1 11 \.O " li ..:l •. - 1 ._ \t '- .L O , 1 .._. 1 'hl J. l.. - / \ ,L ~I \., ... l.. \¡ .:) C. ~ .,1 

e O íll O 1-¡ '1 ¡. Ü ') ( íl l. , .. 1J ¡. O 111 ::l f'1 "' •:, 0 ·1 \ 1·1 f r·1 ;i '" 1 ·~ ., l' " 1 ~ e- 'O ,, l. •j ' ·" ' ··· J- 1.t '- J, 1 i \.• 1 _, .Ji... 1 '-l.., J •• • • t:l / I t:> ~;) (Jo;:, ,, , • ·;)~V~ + 

** Las cólulas ~e5etati~as fu~rnn cosechadas a A540= 1.25 
\.1 l a s e s ;:: o r u J.;¡ n ti:' s ( T 3 ) a l a :; 3 ., 5 h 1H i3 5 d :? :; i · u :'~ :;,. 1.fo i n .i. e i a da 
la esrorulación. La Preparación de membranas se describa en 
m(1todo'= .. 
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S U S T R A T O S 

CITOCROMOS NADH ASC:TMF'D succ. 

CELULf.~S CELULAS CELIJLA5 

tJEG + ESf'+ VEG. ESF'. VEG, ESP, 

b555 51 -51 30 -30 Menos de J. 

c548 90 -81 90 -81 1 Oi. en todos 

a t a3 '70 -75 70 -75 los ci tocrofho~; 

Tabla II.- Niveles de reducción de citocromos en i. evocado 
Por diferente~ sustratos en etara vesetativa s esForulante, 

* Los niveles de reducción fueron calculados de los es2ectros 
1 de •stead'j Sta le•. 

', .. ' 
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PAG, 12 

GENERALIDADES: SISTEMA RESPIRATORIO Y ESPORULACION BACTERIANA. 

SISTEMA RESPIRATORIO BACTERIANO 

La maYoria de las bacterias poseen CR1 esto esi disponen de un 

sistema capaz de Lransportar al través de la membrana los electrones 

donado~; por el sustrato hasta el acer-.-tor final (19) el cual ·.;aria1·c'1 

de P e r1 d i€:1 n do 1j •d t. i. F· o i1 e b a e t e r i ¿; i e r1 o r· s a n i s 111 o s a e ro b i e os e 1 a e e P t o r 

final es el oxi1eno mientras aue en los anerobicos facultativos ?ude 

ser el oxisenoy nitrato o sulfato <10), 

A r--esar de aue existe una ~ran similitud en la CR de la ma~oria 

de las bacteric;:::. (3)1 L; Smith Propuso un modelo seneral de SR 

e o ns i de r a n do c1 u e ha ':; un a .s 1· a n v a r i a e i ó n d e l o s e o 1i1 P o n e n te s d e l a C F~ 

tales comn substr2tos s acePtores terrnin2les Gue son dificiles de 

combinar en un solo esauerna C10), El modelo es el si~uiente! 
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Substratos ors~nicos Deshidro-· 

(incluyendo NADH2> Ci.tocromos del -.o>ddasas -t 02 

t:lPO b 'J C 

':.! o t ros a e a rr e a -- -tC i to e romas 

dores interme-.. 'º) • "X 
a.:.¡ J,:i 

Proteinas ino1·sánicos } Flavo- diario:;, Substratos 

Reductasas NO dW , NO 

Acidos or·sánicos 

Al comparar los modelos de SR para las diferentes especies de 

bacterias inclusendose las de este estudio nos percatamos aue todos 

coinciden Je alsuna forma en el modelo eeneral descrito Por L. Smith, 

( 1 o) • 

8) ESPORULACION BACTERinNA 

La esPorulación constituse un caso especial de adaptación celular 

a la disponibilidad de nutrientes en el medio ambiente(24l. Este 

'.: ~· . .. ' .. ;:.-...' 



1 
1 f'AG. 14 

1 proceso generalmente ocurre al final de la etapa de crecimiento 

1 
exponencial. La esPorogénesis es un Proceso secuencial aue se 

Presenta siemPre Y cuando ten~a la capacidad genética ~ las 

1 condiciones ambientales Propicias en el cual cada célula en luSar de 

dlvidirse produciré una espora intracelular (endospora) en tiempo de 8 

1 a 10 horas (6r12). 

1 En la siguiente fisura se rePresentB esGueméticamente las · siete 

1 etapas morfolóSicas en aue ha sido dividido el proceso de la 

esporulación (24). 

1 
1 StlllltNACIOll c .. =Q )-e·:· r·:.. ) 

/ ' ®/ 8 
[S'OU \.1•RI f 

/ m••"" \"' 

(¿~)--) [E) 
._ - - - - - ""' 1 ro"llACIOll Stl'fUll 

VII LISIS O[L rsPOIUNGIO •• / 

Ll•tRACION\[ LA (SPORA 

@ @)) 
'- " / 111 lNVOLYllll[llTO 

YI TllOllNA LA '-. · 

llNJUll Ol cu••CltTA~ ~ DI LA U"º"ª 

lllSIST[NCIA Al UU>ll ~1-~ 
y IY 

'º"IUCIOll DI 

1 
1 PORIUCION 

1 
1 
1 
1 
1 llNTl "' D[ cu••tRJA 

COllTIZA 

1 J 

1 
.1 

¡i 
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· El estadio O rerresenta a la célula vegetativa conteniendo dos 

cuerros de cromatina en estado de división mientras aue la espora 

contiene sólo uno. 

Al final de la fase ve~etativa e inicio de la esPorulante 

(estadio Il los cuerpos de cromatina continúan cambiando hasta 

constituir un filamento axial dentro de cada célula. A la formación 

de este filamento s la comPartarnentalización de ADN viene la 

inva~inación de la membrana celular aue dará ori~en al sePto 

rreesPoral. Del filamento axial formado, una Parte serb destinada al 

compartimento correspondiente a la cólula madre aue ocupa dos terceras 

partes del esporangio s la otra corresponderj al de la PreesPora aue 

ocuPa el volumen restante. El estsdio III lo vemos representado Por 

el enSlobamiento de la PreesPora debido al continuo crecimiento de la 

membrana en la cuJl l~s superficies membranales uue normalmente 

estaban en contacto con el exterior de la cólulai ahora se Ponen en 

contacto cnn el cit0Fl2sm2 de lE PreesPora1 Por lo cualr la Polaridaa 

de la membrana rreesPoral externa estó invertida en relación a la 

Polaridad de la membrana cltoPlasmática (15), la etapa IV marca el 

inicio de la form0ción de la corteza en la suPerfic1e de la membrcna; 

se incorForan los 6cidos diarninoPimélicos (constitu~entes de la 

corteza) s la cisteina Cconstitusente de las cubiertas de la es2ora), 

Esta etapa es seSuida Por la terminación de las cubiertas proteínicas 
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de la espora Y la síntesis de ácido diPicolinico <DPA> aue es 

transportado al isual aue el célcio al interior de la espora. Con el 

desarrollo final de la corteza la ruaYoria de las células es?orulantes 

llevan a cabo un blanauearuiento Ctermorresistencia) de la Preespora Y 

Consecuentemente la maduración de la misma (etaPa U Y VI>. 

Finalmente, en el estadio VII se manifiesta la liberación de la espora • 

madura mediante la autolisis del esporan~io ocacianado Por enzimas 

líticas. La secuencia de eventos oue tiene lusar des~ués del estadio 

VI tiene una duración aproximada de 7 horas en Bacillus cereus baJo 

condiciones normales de crecimiento (ruedio modificado G> (16, 24). 

C) ESTRUCTURA DE LA ESPORA BACTERIANA 

La sisuiente f iSura corresponde a un modelo de esPora bacteriana 

can sus respectivos componentes. 

! 
1 , 
~ 

~ 
l 
l 
t 

l 
-l 
i 
1 

1 

·--· -·--··--·· ·····--·-- -·-..;...--. 

" 
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En la Parte e::terior se ar·recia al microscóPio electrónico la 

estructura llamada aue es una cubierta delsads de 

confisuración variable formadora de las cubiertas multilamelares de 

naturaleza Protéica. Las ?rol.ldnas 1.fo.l e:;o~,::,orio ::,on resist1?ntes a la 

acción de Proteasas suSiriendo una función Protectora de ósta 

estructura. Por debaJo de las cubiertas s seraradas Por una delsada 

membrana c;;e er1cuentra la corteza oc1.1p·ando apro~:imadamerite el 50% del 

volumen de la espora ~ compuesta en su ma~or Parte Por Polímeros de 

PePtidoslicano. El Protorlasto o citorlssma de la esrora aislado de 

la corte~a ror la membrana Plasmatica contiene el material 1cnético de 

la espora s la masor cantidad de calcio s DPA aue se acumulan durante 

.la espo1·ulac:lón (71 24), 

D) PROCESOS METABOLICOS Y BIOílUIMICOS 

La esPorulación més aue una etapa oblisada en varias esPecies de 

bacilos es una respuesta al a~otamiento de alsón nutriente de réPida 

utili:ación en el medioi ~eneralmcrite slucosa ~ lJ fuente de nitróSeno 

(6, 24), , 

Durante la etapa de crecimiento vesetativo las c~lulas utilizan 

·.'.1 
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casi e:: e 1usiva111 ente la Slucolitica Para catabolizar los 

carbohidr2to-:, disPonible'.:i Principalmente la slucosa. Co1110 

l. a d i s 111 i n u e :i. ór1 de 1 r· H d e 1 e u 1 t, i v o ( 7 ) , 

En el transcurso del crecimiento exponencial las enzimas del 

ciclo de los ácidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) se encuentran 

rePrimidas ~por ende no funcionales <16), 

Los .'leido:; acumuL~dos dur·.:mte el crecimiento vesetativo empiezan 

a ser utilizados al inicio de la esPoro~énesis conduciendo a la 

rucuPeración del PH del medio casi a su valor inicial. Paralelamentei 

el Ciclo de Krebs se hace funcional aumentando la Presencia de las 

enzimas citrato sintetasa1 aconitasa fumarasa s la enzima mólica (~4), 

La sintesia s degradación Jel jcido Poli-beta- hidroxibutirico 

las Protcinas de los diferentes tiPos de ARN s la sintesis de nuevas 

molOculas tambiéri se llevan a cabo durante la esPorulación. En esta 

fase ocur·re un incremento notable en la actividad de NADH Oxidasa en 

comparación a la actividad respiratoria durante la etara ve~etativa 

(7). 
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É) EVENTOS FISIOLOGICOS 

La secuencia de eventos Gue ocurren durante la esrorulación se 

~ePresenta sraficamente en la siguiente figura! 

:. 
.. 

- .....,, .. , ... ·,• ~~ ,. .. :: 

pll .... ---- ---------

l 
1.0 ,_ __ 

6.0 
5.0 

11 UI 

pH 

VI 
o 
VIJ 

,. 

La esParulación se inicia PrinciPalruente can el asatamienta de 

sus fuentes de carbono Y de nitrósena. ·A 1 i n i e i o d e 1 a f as e 

esPorulante se Presentan las enzimas del Ciclo de Krebs ~ las enzimas 

catabolizadoras de la arsininar la Purina nucleosida fosforilasa y 

alsunas exoenzimas(proteasasr ribonucleasas, amilasa) ausentes durante 
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se inicia la acumulación de calcioi síntesis do bcido diPiculinico 

iniciada l -J.v incorPur,;cón ;j2J. c-3lcio)i 

de 1 Pe f· i id o ~ll i e ano e o rt ic al ':J -~E· 3 tJ r; mente otras en:: i n1 e: s a u e P a r ti e i. Pan 

en la esporul0ción ?ero no han sido estudiadas (17), 
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MATERIAL Y METODOS 

En el Presente estudio se emPlaó una cePa de Bacillus cereus 

aislada ·:1 car;;cterizada r-o¡· Anrfreoli :.i colabor·adores (15) !J dor1<c:d;:: r-·01· 

California State Universits. Los Anseles1USA, La cePa se mantiene en 

viales de agar nutriente a temperatura de 4~C. 

A> MEDIOS DE CULTIVO Y CONTROL DE CRECIMIENTO, 

El Procedimiento para la obtención del bacilo fue rrjcticamente 

el mismo VilT"Cl lo~ cultivos aerobicos1 "cu~si' anaerobicos ~ 

anaerobicos salvo el fluJo de aire aplicado a cada uno de ellos. 

El control s las condiciones de crecimiento para los cultivos 

aerobicos ~ ruicroaerofilicos fue el sisuiente! se PreParJrón ~ 

estirilizaróG 13 litros de medio modificado G (20) mue tiene la 

si~uiente comPosic1ón! 

0.1% Extr~cto de levadura 

0.1% Sacarosa (J26car refinada) 
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0.005% Mn 504 iH20 

O, 00251. Ca Cl 2 21120 

0.0005% e u S04 7H20 

o y oooos:~ FP ~3 [) 4 7H20 

o. oooon Co t:o 4 ?H:'.O 

o t 0005;~ ., •. n s ()t¡ 7H20 

de ésta cantidad 12 litros fueron destinados al biofermentaJor 

(Biofermentadores New B rtJfiShl i ch Scientific Co. '.:l Centro cfo 

Instrumentosi UNAM.) Para el crecimiento masjvo de la bacteria, el 

rGsto, fue repartido en cbntidad de 50 ~ 500 mi; 10 mctraces de 250 

1111 cont1?niendo 50 ml iJF.i !TiediCi ·:1 un r:1;:::l.1'6;'. d:;- ;~ lit.ros con los 

restantes 500 rul. 

L o s P a s o s s e e u e ne i a 1 es P a r a e 1 e r e ci n1 i e n to d e 1 e u J.t .i v o fu e:• r o n l o~:; 

siSuientes: de la cepa del bacilo mantenida en viales se tomó una asa 

u se inoculó 1.11"1 mat.1·.~:;: conteniendo sn r..1 d12 111t.1di.J1 .:.0 dc.'..ió en 

'~e ( ;:-, l e n1 3 \-. 1 · ó ;: , 

e r· 17! e i m i 1? n to 

< o P a 1 e s e en e i a d e l me d i o ) , ·;e t, u m ó 1 lli 1 d e 1 e u 11..:l \1 o s s. 1? t. 1' a n s f i d 6 ;~ 

otro de los matraces de 250 ml con medioi el Procedimiento de rePilió 

de la misma 111 a ne r· a en 4 o e c'l e ion e'.:, :1j /.: s a in t. t.• r val e:·; r:i2 3 horas 

aPro:dmadamente con la i.riterición de ¡1omo3eni;:ar ·; :..incroni:ar td 

crecimiento del or~anismo deacuerdo a la tócnica de cultivo activo de 
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Collier <21). De la última transferencia se tomó 5 ml de mu2slra ~ se 

~ cuando se aPrució crecimiento el biofermentador fue inoculado con el 

contenido t,otal del de l lt ros a e o 111 1 , ~; 1'í ;:; d o de J. 20 riil de 

solución de ::;ulfato de 11;;rnsi3nesor 1:-2 9 de sacarosa ';! 12 3 de e::tracto 

Y esterilizados POI" seParado. Para cuando el biofermentador fue 

inoculado óste sa mant~nia el medio modificado G (los 12 litros) a una 

temreratura de 30~c, agitación de ~00 rPm ~ Presión de 20 Psi, el 

de e u l t i ·;o , L. o;,. e u 1 t i v o~=· 11; i e ro a f'! r' o 1· J J. i. e o;;, :~. ó 1 o di ·::, r· un .t ;:; n d r:.• J. u:; i. si'! no 

a u e s E.' i n t ro d u e .1 a a 1 b i o fe rm en t.:; do r a r: i ·e d ó n a t m o~; re~ 1' i e a 2 t r a v é ~; de 

un cond1Jcto comunicado :1 2bi2rt.o al e;:tc!'icir; 

El crecimiento fue se~uido esPectrofotométricamente midiendo la 

turbidez del cultivo a 540 nm (EsPectrofa~ómetro Beckman Modelo 35), 

rd r-H en u r1 Pote 11 e i ó 111 e t. ro s 1 a r· es r-· i rae i ó r1 E~ n 1.m o; d lh et ro Y SI • Los 

cultivos fueron examinados periódicamente al microscopio de contraste 

de foses f2r<:: ei,·alu<:r el estado de crecimieril,o \J E:-1 ~rado d(? 

si ne rord a, En la etapa adecuada Para cada experimento las ~61ulas 

fueron cosechadas ror centrifujación a 5100 x ~ en una cen1.rf fu~a de 

lavadas tres veces en Buffvr· Tris HCl 0.2 M, PH 7,4 adicionado de Ca 
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C12 5 mM <Buffer TMC> a 101000 x s durante 10 minutos a 4°C en una 

Centrifuga Sorvall RC 2B. (20> 

El mismo Procedimiento se sisuió Para el crecimiento anaerobico 

con la salvedad de uue el medio de culti~o fue cambiado Par otro mas 

rico en nutrienles! 

TriPticasa (BBU 29 g/lt 

Extracto de levadura 10 s/lt 

Sacaro·sa 5 ~!/ 1 t 

i ms/l t J Fe Cl3 bH20 

Mn Ci 2 ·1H20 15 rrig/l t 

M~i 804 7H2D 15 ms/l t 

Nitrato de Potasio J. s/lt 

El PH fue aJustado frecuentemente a 7.4 Para evitar lisis en el 

cultivo. El axl1eno Presente en el biofermentador fue des~la~ado con 

'!J crecimit.>ritc: tol3lrrient.e anaerobico, El nitrato de rotasio se usó 

como acertar final de electrones er; ·:;ustitución del odseno. 

•'', 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

F'AG, 25 

B> PREPARACION DE MEMBRANAS 

Las cólulas obtenidas fueron resusPendidas en 100 ml d~ buffer 

TMC w se rompieron en un fraccionador celular (Ribi Cell1 Modelo RM-1 

Ivan Sorvall Inc,) a 301000 Psi ~ 4°C. El rroducto obtenido se incubó 

durante 10 minutos a temPeratura ambiente ~ a~ita~ión suave en 

finalidad de eliminar la viscosidad Producida Por el ADN liberadoi 

lueso s~e c:f'L;dió 100 ml de b1Jffer Tris-·HCl ·:;;se c1~ntl'ifu:.::ó a 101000 ): s 

d u r a n te d i e;:: lii i n 1Jl. os , d t? a u u i , ~21 P r E! e i ? i ta do s <! d 1:~ ·=;e e i'l ó 'J "'-' J. 

a 40, 000 ;: s 

CBECKMAN1 L5-50B 

durante 15 n1i r1u los 

Ultncenhifu33), El 

sisuiendo el mismo procedimiento, 

Para sediruenl~r las membranas 

F i n a l rr, e n t e ' 12 s m e m b r a n as s f! 

resusPendieron en 5 a 8 ml de buffer K~HP04 0.1 M a 2H 7,2 s se 

Proteína de la membrana fue determinada ror el método de Lowrs (22), 
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C> ENSAYOS ENZIMATICOS 

1.) OXIDAS AS: 

Las actividades fueron determinadas por el método Polarogr~f ico 

emPleando el o:dmetro modelo 52 \Yello\.l SPriM Instruments), La:; 

actividades de o~ddasas se e~:r-·resaron como nana,~tomos de o::Iseno 

e o ns 1J rrii do Po r m in u to ? o r m il i s r ci n1 o de P !'o te i na [ n A t O 2 ( mi n , m s 

rroteinar1J • En los casos en aue se presentó autooxiciac1ón de los 

reactivos (colorante~) lus valores fueron correeidos, 

La mezcla':.! méitodo para el ensa~;o ten.f.a el sis1Jiente contenido 

llesando a un volumen final de 3 ml en la cubeta del oximetro: 

a ) N A [I H m: i da s a 

Cant. Ag resad,3 Crmc.Final 

a>Buffer KH2P04 0,2 M PH 7.6 0+75 1111 0.05 M 

b>Membranas COr2 s 0.5 mg) O .1 ml 

c>H20 destiL:rJc.< 

Se colocó el electrodo ~ se re!istró basal 
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d)NADH 50 mM 0. 2 ITI 1 0.5 mM 

Sa re~istró durante tres minutos la actiYidad 

e)KCN 3 mM o t 1 1111 0.1 mM 

b) Succinato oxidasa 

a)Buf fer KH2F'04 0.2 M PH 7.6 o.75 ml o.os M 

b)Membranas ( 1 
·~ 1.5 m3) 0.1 ml 

c)Succinato 0.6 M 0.1 lTI 1 0.21 M 

d>H20 des.ti lado 1.05 lli 1 

e)KCN 3 mM 0.1 ml 0.1 mM 

Se incubó cinco minutos sin electrodo Para activar, después se 

colocó el electrodo s se midió la acti~tdad durante diez minutos. 

NOTA: Se corrió un control al Principio sin succinato Para 

conocer la actividad basal (reacción auimica). 

e) Ascorbato:TMF'D o DCF'IF' o::id<.isa 
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a) Buffer t\H2F'O 4 o ·/ . "' M PH 7.6 0.75 ml 

b)Ascorbato 0.3 M 0.05 ml 

cHICF'IF' 9t0 rr;M o TMP D :! 'o mM 0.05 ml 

d)H20 dr.::iti larJ;:; 1.15 1111 

Se re~istró dos minutos la basal w se inició la reacción 

con íliembranas<>. 

e>Membranas (0,2 a 0.5 mS) 

f)KCN 3 mM 

2) OXIDORREDUCTASA 

a) Succinato:PMStDCPIP oxidorreductasa 

El ensa•,¡o rea 1 L:ó de acuerdo 

O .1 ml 

0.1 ml 

·~ 1 
C) .l. 

o. 0:5 M 

7,5 mM 

0.2 mM 

0.1 111M 

por 

colaboradores ( 13) en una mezcla de tres mililitros a 30° C 

conteniendo: buffer de fosfato de Potasio 50 mM1 PH 7,6, membranas 

(aproximadamente 0.4 m~ de rroteina)' succinato dis6dico 20 mMi 

metasulfato de fenazina (PMS> 0,08 mM (Baker) llevados a un volumen 

durante tres ~1nutos antes de l~ adición de los colorantes. 

r •~ d u e e i ó n del D C F' IF' se si~¡ u i ó o es Pe et, ro fC! tu 1r11~ l 1· i e J 111 l:' n te ,:; ó ü O n m 

(EsPectro1Pa~ Unicarn SP 1800), Se re~istró la actividad durante tres 
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minutos s se adicionó KCN 0.1 mM. La actividad derendiente de cianuro 

se cuantificó por el cambio Producido en la pendiente desru6s de la 

adición del mismo. 

La actividad se exPresó como nanomolas de DCPIP reducido por 

minuto por milisramo de Proteína [ nmol(min .ms de Proteína)-\], 

El coeficiente de extinción molar utilizado para el DCPIP fue 21 

mM-1 cm-1. 

b) NADHIDCPIP oxidorreductasa. 

El ensa~o fue realizado de acuerdo a lo reportado Por Lans ~ 

colaboradores (13l, La mezcla de ensaso contenía buffer de fosfato de 

Potasio 30 mM a PH 7,6, membranas, NADH 1.4 mM, DCPIP 0.08 mM ~ J!Ud 

destilada hasta volumen final de 3 ml. La mezcle se incl1bó durante 

tres minutos. La reacción se inició con DCPIP. La adición de cianuro 

Y la reducción de DCPIP se llevaron a cabo igual oue el ensayo 

anterior. 

D) ANALISIS ESPECTRAL DE CITOCROMOS. 
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de 

Los Pi~mentos respiratorios asociados con las membranas aislados 

células ve~etativas ~ esrorulantes fueron identificados Por 

espectros diferenciales de reducido VS oxidado a temPer~tura ambiente 

~J de n i t r ó :Je no l i o u i d o (7 7 ° to en 1.1 n e s P e e t r o f 1 i L. ó 111 e t. r u d t: d u b l t~ ,, a 1:! o 

(Am inco [ll;J 2), Las cubetas erurleadas para la d-a1.e rn1i. r1ac:l ór1 

terureratura ambiente tenían un raso de luz de 1.0 Cl111 1!1 i en t l' a·:, o :..1 (~' 1 a·:; 

usadas a ~emperatura de nitróseno liauido el rasa de luz fue de 2.0 

mm. En ambos casos les membranas fueron resusPendidas en slicerol al 

50/. (v/v). Los espectros reducidos VS oxidado se re~lisl'.raron 

u ti 1 i ;:: ando e o lll o red u et o l"f! s t~ A[! H 5 111 t\ ' s 1.1 e e: i. n 2 to 3 O 111 M r a:; e o T' b <; to J. O 111 M 

tDCPIP o TMPD 0,3 mM o ditionita (al~unos cristales), El reductor se 

anade a la celda exrerimental ~ ambas celdas (muestra s referencia> 

son congeladas en nitróseno liíluido antes de iniciar la lectura 

esPectrofotométrica. 

.-!·"}"'' -· !::-.-·.·. ' ·. ;; " ._,, ::,:. ;- ._ .. 
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l~:E SU L TA DOS 

Para conocer el efecto de la tensión de ux!Seno sobre el Sistema 

Respiratorio !SR) de B. cereus fue necesario hacer crecer óste 

or~anismo baJo diferentes condiciones de fluJo de aire. Se tomó corno 

referencia lo~ resultados de Escamilla ~ Benito (6) en su estudio 

sobre el mismo or~anismo crecido a 8 litros de aire por minuto 

(cultivo normal), A Partir de esta información el trabaJo a realizar 

fue la obtención de cultivos a diferentes tensiones de o>:iJeno hasta 

losrar- i:-,º! "' ,_ crecimiento del b-:>cilc Lo::, 

cultivos aerobicos fueron crecidcs a 4 ~ 2 litros de aire Por mir1ut0 

mientras aue los micrnaerufilicos fueron :;omeUdos a la "mf.nima 

ten~;ión dE· D.'.d3eno', esto es1 a la car,tidac! dE· o;d~!eno disr-onible en 

el medio de c~ltivo aue se introduJo a Presión atmo~fórica al 

biofermentador º trav6s de un conducto comunicado s abierto al 

exterior. El aire introducido fue me=clado en el cultivo Por medio de 

asitación a 200 rPm. Para la obtención de cultivos anaerobicos' el 

oxigeno fue desplazado Por fluJo continuo de nitróSeno de alta pureza. 

Los cultivos normales fueron cosechados en el estadio T3 con una 

sincronía de esPorulación del 90% Y en el caso de cólulas vesetativas 



1 PAG, 32 

1 a una densidad órtica de 1.0 <A540=1.0l. Por lo aue respecta a los 

1 cultivos microae1·ofilicos s anaerobicos 6stos nuncJ llesaron a 

esporular cosechando~E sieruPre en la etaPa vegetativa <A540=1,0I. Sin 

1 embar101 los cultivos del bacil!:1s a tensiones de uxi~eno de 4 ~ 2 

1 
litros de uxfjeno por minuto si alcan~aron la elapa esPorulante1 

aunaue les llevo m¿s liemro aue el empleado en cultivos r1ormales. Su 

1 cosecha fue en la etapa T5 de esporulación. 

1 Las células obtenidas a 4 litros de aereación no Presentaron 

1 
diferencias significativas en sus características intrinsecas 

comParandolas con cólulas normales, en cambia los cultivos crecidos 

1 tensión de aire de 2 litros por minuto si manifiestan diferencias de 

tipo cuantitativo en los com2onentes del SR. La manifestación obvia 

1 de las diferencias cualit2tivas Y cu~ntitativas se Presentan en la 

1 
células crecidas en condiciones microaerofflicas s anaerobicas. 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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A> CULTIVOS CRECIDOS A DIFERENTES T~NSIONES DE OXIGENO Y EN 

CONDICIONES ANAEROBICAS 

La si~uiente figura representa una gréfica tiPica de crecimiento 

Y esporulación de B. · cereus en· medio modificado G baJo condiciones 

normales: temperatura 30°c, agitación 200 r?m1 Presión 20 ?si !:I ,8 

·litros de aire por minuto. 

800 e.o 4 e.o o 
#. 

~ 1-f 

E 3 
:::J 

600 6.0 ::: 
o ?" 

:e 7.0 V 
a. 11) 9 400 • 2 • 40 () o 

~ 6.5 ci 
o 200 20 o 

6.0 3 
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Horas de crecimiento 

A medida aue se incrementa la población la demanda de oxigeno 

aumenta Y el ?H del medio disminuye debido a los écidos excretados por 

las células. El efecto inhibitorio Por KCN · resulta més efectivo 
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durante la esPorulación auc en la etapa ve3etativa. Al alcanzarse el 

estadio T o de la esporu~dnesis (cuatro hora~ desruós de la 

in o e u 1 a e i ó n) e .l e I' E.' c i 111 i en to e E? lula r r 1· 3 e U e a r:1 en t 1~ s t? esta b i 1 iza s e 1 

consumo de O)d!Jeno dismimi·::::e. F'or otro l.::do1 el PH se 1/t:' restituido 

casi a su valor oriSinal en virtud de aue en &sta etapa los Productos 

metabólicos intermediarios (6cidos) empiezan a ser utilizados Por las 

células. Los estadios subsecuentes de esPorulación (Tl1 T21 T31 etc.) 

se obtienen aPro::imadarnente cada hora a Fartir del T o detectado media 

hora después del PH minimo re~istrado s mediante la observa~ión al 

microscóPio de contraste de fases. 

La obtención de c6lulas crecidas a baJa tensión de aire (4 Y 2 

1 i t ro s Po r m i n u t o ) P r /Je t i e a m en t e no P r· e sen t a F' T' o b 1 e m a s i s e o b :; e r v ó 

aue la restricción de axiseno a la aue fueron sometidas no es 

limitante Para aue alcancen la fase esi:·o!'ulantt!. Sin f!IT1barso1 el 

tiempo de crecimiento s esParulación en ambos casos se incrementa; 

4 litros las cólulas alcanzan el estadio T5 aproximadamente a las 17 

horas después de la inoculacióni mientras ouei a 2 litros de aereación 

Por minute aljunas c6lulas se lisani no obstante, lJs restantes 

esporulan bien alcanzando T5 a las 20 horas de haberse iniciado el 

crecimiento, 

Considerando ~ue no existen diferencias entre las células a 8 ~ 4 
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litros de aire por minuL01 salvo las descritas anteriormente1 se oPtó 

Por el dl!{;li:;is comp.;;rativo de las células CHH? manifiestan alsuna 

di ferer1cia en el comFortc;miento de "'u SF:, 

Si bien la restricción en el fluJo de ox!Seno a 2 litros Por 

minuto no es limitante rara la esPorulación' esto no íluiere decir aue 

la cadena resPiratcria no sufr¿; rambios en sus componentes como lo 

veremos más adelante cuando analicemos su comportamiento s resPuesta a 

la baJ.s tensión de w:iseno. 

Ahorai si revisamos los cultivos microaer·ofili.cos r-od=íl1os anotar 

las sisuientes limitantes 8 aclarar Gue estas c6lulas Presentar1 

diferencias notables en la formación del SR. Los or~anismas crecidos 

baJo estas condiciones Presentan dos restricciones PrinciPalruente; 

nunca alcanzan la etapa esporulante si como consecuencia de lo 

anteriori no utilizan los 6cidos liberados come Productos secundarios 

del mE.>tabol1smo celular. Debido a aue no il3'" 1~',;:,;:,oru,~é-111?si·;;1 los 

écidos liberados durante el crecimiento ve~etativo no son utilizados ~ 

empiezan a ser acumulados en el medio. Debido a ésta acumulación el 

PH disminu~e Paulatinamente convirtiendose er1 un factor limilanle de 

valor inicial con la adición de fosfato de Potasio dibá~ico al medio 

de cultivo Para evitar oue el crecimiento ses rePrimido o aue se lisen 
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las cél1.Jlas. Este liPo de cultivos alcanzan una densidad órlica 

estable aproximadamente a la 12 horas de crecimiento, desruós de este 

tiempo se ruede apreciar lisis. 

Otro tir:-o de células oue manifiestan diferencias tanto 

cualitativas como cuantitativas son aGuellas crecidas en condiciones 

anaerobica·;, 

Los Primeros experimentos de crecimiento anaerobico se llevaro11 a 

cabo en medio modificado G en ~usencia de o:;i::Jeno :.e con .'¡cido fumf:n:ico 

como aceptar final de electrones en sustitución del ox!Seno. Los 

resultados obtenidos Pe.ir una serie rfo e::Ff!r·iíi1eritos indic;;ron eme la~; 

con di c i o ne·::; de 1 e u .l t i v o no e r a n 1 <~ ·:¡ ad e e u ad as i: a r a ? :~ r· r.1 :i. t i r e 1 

crecimiento anaerobico. A Partir de estas observacione; se modificó 

el medio de cultivo por otro mós rico en nutrientes. 

condiciones eran: un medio ccn nilratos como oxidante1 nitróseno Para 

desplazar el oxi~eno ~ supresión del uso del fumarsto. El tiempo 

aPro:dmado de crecimiento rle ".".'Ul ti vos anaerobicos es de 13 horas sin 

lleSar nunca a la etapa esrorulante, 

Al microscóPio se observa movimiento de los bacilos debido auizj 

a la Presencia de un flaselo desarrollado ror las células crecidas en 

este ambiente. Seria oPortuno el estudio de este comportamiento en 
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futuros trabaJos. 

B> ACTIVIDADES RESPIRATORIAS Y ANALISIS ESPECTRAL DE CELULAS 

VEGETATIVAS Y ESPORULANTES 

El análisis previo de células vesetativas ~ esporulantes crecidas 

normalmente nos Permite realizar los si~uientes análisis s 

comParaciones. Por un lado las células aue fueron reprimidas en el 

fluJo de oxiseno durante su crecimiento s alcanzaron a esporular' s 

Por otro' aauellas aue no llesaron a la esrorójenesis ccmo son las 

crecidas en ambiente microaerofilico ~ las anaerobicas, 

1) CELULAS ESPORULANTES 

Se indicó en un Principio aue las células crecidas a 4 litros de 

oxiseno Por minuto por no Presentar diferencias si~nificativas en 

relación a las obtenidas en condiciones normales auedaban fuera del 

análisis comparativo considerandose ónicamente a las células 

esporulantes crecidas a tensión de u::iseno de 2 litros Por minuto. 
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a) Oxidasas s Oxidorreductasas 

La tabla III rePresenta los v~lores de las actividades 

respiratorias de membranas de células esporulantes crecidas en medio G 

a tensión de u::iseno de 8 s 2 litros de aire Por minuto. 

La comparación de los valores nos indican aue las actividades 

especificas de las membranas esPorulantes T5 d8 cultivos crecidos a 2 

litros de aire son más Parecidas a las actividades de membranas 

vegetativas aue a las de esPorulantes de células normales. De esta 

forma vemos aue la actividad de la NADH oxidasa de células 

esPorulantes de 8 litros es o ~ 
Ut~ veces masor aue la encontrada en 

células esPorulantes de 2 litros de aire1 en tanto auei la actividad 

resistrada por la succinato oxidasa del Primer tiPo de membranas es 

1.8 veces masor aue las sejundas ~ la mezcla artificial de ascorbato + 

TMPD manifiesta de igual manera una masar actividad en células 

normales (10.5 veces masar>. El mismo comportamiento se resistra Para 

NADH!DCPIP oxidorreductasa1 no asi rara la succinato:PMS + DCPIP aue 

Presenta una baJa actividJd en las membrar1as esporulantes T5 

comparadas con las membranas de cultivos a 8 litros de aire. 

La diferencia en la actividad enzimótica nos susiere aue existe 
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una menor concentración de los camPonentes de la cadena resriratoria 

conforme se disminu~e el fluJo de oxi~eno en los cultivos. Este dato 

se corroboriJ Sl an;:: l i z an1os los espectros 

correspondientes s vemos aue existe la misma com2osici611 de citocromos 

desde el Punto de vista cuslitativo Pero hoy una marcada diferencia 

cuantitativa entre ellos. 

La baJa actividad de membranas a 2 litros Podria considerarse 

como consecuencia ló1ica debido a la reducción de fluJo de oxi~eno 

durante el crecimiento aue viene a afectar seriamente la formación del 

SR, adem6s de la participación de diferentes factores no controlados 

cuando se realizaron estos e:~Perin1entos. A decir de los r-roble111as 

podemos ~eMalar los si~uientesi e l re :3 i s tr a el o r d e 1 fl 1.1 .Jo rfo .:d r e 

(flu:(ómetro) no detecta con e;~acti tud la ten!c>.ión de o;; Heno a ciue ::;.on 

sometidos los cultivos s en especial aauellos nue fueron restrinSidos 

en la aplicación de óste, Por otro lado1 los biofermentadores 

utilizados en la obtención de cólulas no cuentan con los disPositivos 

adecuados Para resistrar no 1& csntidod de aire arlicado sin0 la 

cantidad de o::fseno disPonible introducido a través del fluJo del 

Primero. Este es auizj el factor aue más influencia tuvo en el 

crecimiento s por ende en la actividad respiratoria POI' lo siguiente! 

el uxljeno Presente en el aire eouivalente 21 20% de la rnezcla Lotal 

fue constante durante todo el liemPoi niientraf:; ciue lr.:~ deniar1da r·,01· óste 
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aumentó conforme creció la Población1 asf, la cantidad de axi~eno 

corresPondiendo cada vez menos a medida aue transcurrió el tiempo s la 

Población creció. Por lo tanlo1 no podemos aseJurar aue los cultivos 

fueron crecidos con J.a misma cantidad de o;:i::Jeno durante Lodo el 

ti e m Po • A Pes a r de lo ante r i o r 1 el m,:; ri e Jo de 1 os r· e::. u lt ad o:~ 1J til, 1? nido·,~ 

no altera ni modifica la interpretación aue de estos se ha~a ~a aue 

todos los tiPos de cultivos estuvieron someti.dos a las corisec1.1er1cias \~ 

efectos descritos anteriormente, 

Consideramos aue los resultados aaui Plasmados serian los mismos 

si el control de oxiSeno fuera más estricto1 salvo la maYor definición 

'::I e}: a et i tu d de 1 os res u 1 ta dos o b t rn i dos en cada e:·: i:: E'f· i m rn t D • 

Para futuros trabaJos sa se cuenta con e81.1iPo acondicionado para 

el control de oxiSeno Por medio de un electrodo oue detecta la 

cantidad de oxi~eno Presente a la vez aue indica ~ regul2 el f luJo de 

aire Gue entra al biofermentador, suPerandose de e~ta manera los 

obstaculos Presentados, 

b) Citocrornos Asociados a Membranas EsPorulantes 
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La fisura 6 representa los espectros diferenciales reducidos con 

di tioni ta' NADH, ascorbato + TMPD Y succinato de memb~anas 

es?orulantes de cultivos creci~os a 2 litros de aire Por minuto. 

,' 

• 

:., 400 1500 eoo 
': 

FIGURA 6 

El si~uiente an•Iisis se hace comparativo entre éstas membranas Y 
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las obtenidas normalemente en etaPa esporulante. 

La reducción completa de la cadena resPiratoria con ditionita no 

exhibe ninguna diferencia notable entre los comPonentes del sistema de 

ambos tiPos ~le membranas En todos lo·s casos :;e 

Presentan Picos a 4261 526 ~ 555 nru corres?ondiete a c.itocrnlllo b ':l 

otro a 443 nm aue se relaciona con el citocromo a3. En la re~ión ALFA 

aparece citocromo e representado Por los Picos a 519 Y 548 nm oue se 

manifiestan como hombros no mus bien definidos. El citocromo a + a3 

es reducido Perfectamente (Pico a 602 nm), 

Los espectros diferenciales reducidos con NADH1 succinato ~ 

ascorbato!DCPIP tampoco Presenta ~randes diferencias cualitativas en 

la Presencia de citocromos1 en cambio1 la capacidad reductora de NADll 

en membranas crecidas a 2 lítl'os dt.1 u;:_Ut:<no manifi10sl-a diferencia~; 

cuantitativas en la reducción de aljunos citocromos' Por eJemPloi el 

citocrorno a3 (443 nm) se incrementa mientras Gue b <426 nm) disminuse 

exhibiendo al mismo tiempo un ligero hombro a 416 nm aue corresponde a 

citocromo t Y otro hombro con masol' definición a 512 nm. El Pico de 

citocromo e a 520 nm aumenta notablemruente mientras Gue1 en cultivas 

normales ca;i no se presenta, El tamaMo de los Picos de citocromo e ~ 

b (548 Y 555 nm respectivamente) se invierten s se a~recia un lisera 

hombro a 564 nm aue se relaciona con citocromo o. La reducción de 
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1 membranas normales con ascorbato + TMPD desenmascara claramente 6ste 

1 citocromo a 562 nm. 

1 El Jnélisis del espectro diferencial de membranas esrorulantes de 

1 
cultivos a litro·; de o:: i .:len o reducidos con ascorbato:DCPIP nos 

exhibe Perfectamente la Presencia de c i to e: r· o r.1 o c ( 4 1 6 n m ) s 1.:1 

1 formación de un valle a 426 nm en lu~ar del rico Para citocromo b, Por 

otro lado, aparece citocromo a3 (445 nm> s un hombro a 450 nm cu~u 

1 comPonente desconocemos. La reducción de los citocromos aue se 

1 
localizan en la región 500-650 n~ del esPectro1 se comporta d~ manera 

similar con ascorbato!DCPIP Que con NADH; se Presentan Picos en el 

1 mismo orden s comportami.ento. La reducción con <;uccí.nato no ::·resenta 

variación si comparamos los espectros de m2rubranas normales con las de 

1 cultivos crecidos a tens1ión de 2 lit1·0-,; de u;:J~Jeno ;=·or minuto. La 

diferencias notables entre ambos espectros son! en membran8s de 2 

1 1 i t ro s de o ::.l ::.! e no a P a T' e c e ci to e r o rr1 o e ( 4 1 8 n n1 ) s e .it, o e ro 1;1 o a 3 ( A 4 3 rrn1 > 

1 f o r m a n d o 1 i s e r o s h o íli b r o s 111 i e n t r a s (_~ u e e 1 e í t o e r o ~1 o b a •i 2 ó n 111 G u e d d 

enmascarado, En el espectro comparativo el Pico de citocrorao b (426 

1 nm) se observa claramente pero no se aprecia ni citocromo e ni a3 en 

el mismo ranso de absorción del anterior. En la resión de 500-650 nm 

1 ambos espectros ::-resentan un Pico a 512 nm (de com2asiclón 

1 
des con oc id a ) :; o t ro a 5 2 6 n n1 a u e e o rt' es F· o n ci e e; ci to e romo b e o n l. d 

observación de aue, el Pico a 512 nm es masar en células a 2 litros de 

1 
1 
1 
_I 
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aire ~ el citocromo b se deJa ver meJor en células normales. 

Analizando los diferentes reductores en1Pleados en membranas a 2 

l.itrus de air'e observamos 1}t.Je! a Primf~ra vistas com::..al'andolo con el 

espectro reducido con ditionita Cfi~ura a) se observa oue la reducción 

de la cadenr.: con NA[IH :; ascorbr.:to + TliPD ir1cr•?n1r;r1'la lo':> P:lco<; 

correspondientes al citocromo e C443i 519 '.:i 548 nm) '.:i reduce con m2nor 

efectividr.:d al citocromo b (426r 526 :; 555 nmli en cambio, la 

reducción de la oxidasa terminal a t a3 no se ve modificada 

srandemente. Una observación más es la Presencia de un hombro a 512 

nm en los espectros b s e (NA[IH s ascorbato + TMP[I respectivamente) 

asi como un Pico a 416 '.:i valle a 426 nm referido a citocromo e s un 

hombro a 5h2 nm relacionado con citocromo o en el espectro c. 

La incubación de las membranas Por periodos de 40 minutos ~ 

reducidos con NADH nos permite observar con ma~or claridad el 

citocrorno e a 416 nm asi como el resto de la cadena del SR (no se 

muestra). 

La capacidad reductora con succinato es muy Pobre desenmascarando 

a Pesar de esor la Presencia di:> citocromo e a 416 s ur1 Pico .3 512 nm~ 

asl como, citocromo b Y a + a3. 
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La formación s niveles de reducción de los citocromos de las 

membranas analisadas responden hasta este momento al ~odelo de CadenG 

Respiratol'ia Postulado HH Escc;:;1illa s Ber1ito (6) donde se Plar1tea L¡ 

Presencia no sólo del citocromo "-' -i· a3 comcl i'rnica. o;~i.da::;.,¡ t..ermin-:il 

sino la particiPación del citocromo b 562 Gue dona los electrones 

directamente al u.~dseno tt:·r'dendo fur1ción hu111ól.o~~a al cilocrorrio o.ddasa 

a + a3. 

Otra oxidasa terminal es el citocromo a2 aue se manifiesta baJo 

las condiciones aue a continuación revisaremos. 

2) CELULAS VEGETATIVAS 

Las células crecidas en condiciones de anaerobiosis 

microaerofilicas Presentan diferencias harto elocuentes comparadas con 

las normales no sólo en GUe no alcanzan la fase es2urulant2 sino en la 

composición de su SR. 

A pesar de aue ambos tipos de membranas provienen de células 

vesetativ~s es Pertinente hacer algunas aclaraciones GUe nos lleven a 

una meJor diferenci¿ción s entendimienlo en cuanto a su comportamiento 

s respuesta a las condicione~, en cwe fueror; obter1idas, 
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La Primera ~ PrinciPal diferencia consiste en aue mientras unas 

fueron crecidas en Presencia de o;d:.:leno ímicroaerof!licas) las otras 

fu e ron o b te rii das en e o r1 rJ i e i o n E' s. a r1 e; e rob i e:<:: s. \.> en m E' 1ji o de n u t r i ente~;, 

d i fe r en te s ( v e r lf1 é to d o ) • 

Las caractoristicas de óstas membranas serén analis~das 

comparadas con las del tipo ve~etativo de células normales. 

La tabla IV Presenta las actividades respiratorias de membranas a 

8 litros ~ microaerofilicas mientras aue la tabla V corres2onde a 

membr'anas anaerobicas. La rrimera cprecicción es rPsf-uesta 

respiratoria a la Presencia de uxiseno en los cultivos: lB ló~ica 

sigue conservandosei Pues la actividad res2iratoria de membranas 

anaerobicas es menor a las microaerofilicas a la vez ó;tas son menores 

a las de 2 litros s obviamente 

colunma; corres?ondientes 

.. , 
o 1 éJ s n o r· m a 1 e s • 

la 

revisamos l . .,, .. o.;~ 

normales dividida entre la act.ivid0d e·:;;:-'c1~i f ica dE· 1:,3d.; u11a ti•? la·~ 

otras membranas obtenemos los valores correspondientes a la c8ntida~ 

Asi1 observamos aue las membranas ve1etativas normales es 2.54 ~ 1.90 

reléJción a las microaerofilicasr en Lanto auei comparadas con las 

anaerobicas es 4.09 ~ 6.66 en el mismo orden ~ 7 veces m6s con 
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1 succinato oxidasa.· 

1 
La baJa actividad de la ascorbato t TMPD oxidasa Puede ser 

1 a t r i bu i da 3 1 a e a s i t o t a 1 a u s en e i a d e 1 e i t o e ro m o e ' P 1J r~ s e o m o v i lli o ~; (?ri 

1 
algón momento éste reductor dona directamente los electrones al 

citocromo mencionador por otro lado1 la NADH oxid~sa es Pobre en su 

1 actividad ~a oue no cuenta con un sistema acarreador de electrones tan 

COITIPleto como el disponible en membranas normales. AhoT'ar la 

1 succinato oxidasa aue tiene una baJa actividad reductora1 aauf, se ve 

1 
Prácticamente eliminada en su función. 

1 Si las oxidasas se ven limitadas en su función enzimática1 

entoncesr las oxidorreductasas corren el mismo riesso en tanto ílUe 

1 e;dste una relación intr.ínseca entre al!lbas aclividadec:. re:;r,·i ratori,35, 

Por eJel!JPlo, en membran~s normales vemos aue las ~clividades de las 

1 oxidasas (al menos la NADH> se increíl1entan re 0>Pondiendo J ., .. , 

1 actividad de las oxidorreductasa s en las microa~rofilicas s 

anaerobicas disl!linu~e N1 respuesta a la Foca acti•1idad eSP(!cf fica de 

1 los componentes del sistema ~a oue la cadena resPiratoria se ve 

modificada seriamente, 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
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Veamos espectrofotométricamente los cambios .aue 

mencionado. 

a) Membranas Microaerofilicas 
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1 Tres son los cambios manifestados claramente en éste tiro de 

1 membranas1 Primero,, se incrementa el citocromo b ~ c~si desararece ci 

1 
1 

desarrollarse en un medio microaerofilico su Presencia ~ función rasa 

a un se~undo rlano s1 terceroi se manifiesta un citocromo afín Por el 

1 oxi1eno capaz de captar la poca cantidad de éste en el medio. Este 

citocromo es lo Gue se ha considerado como la tercera oxidasa terminal 

1 del SR de Bacillus cereus; citocromo a2. 

1 Los espectros reducidos con ditionita, NADH s ascorbato t TMPD o 

1 DCPIF' deJan ver ~ráficamente lo senalado con anterioridad, salvo la 

reducción con succinato aue manifiesta una débil capacidad reductora 

1 de la cadena (no aparece en la fisura). 

1 Cuando inhibimos la actividad respiratoria con KCN 1,0 mM nos 

1 percatamos GUe ésta no se detiene com?letamente; la actividad de NADH 

mM disminu~e totalmente a altas concentraciones de al 

1 aue TMPD 2 mM sueiriendo ~ aposando la tesis de aue el citocromo a + 

a3 no es la única oxidasa terminal en el sistema e indicando aue has 

1 vias alternas de fluJo de electrones con diferente sensibilidad al 

1 cianuro siendo éstas las aue hemos mencionado con anticiración; 

citocromo b 562 Y citocromo a21 aunaue no esté completamente definido 

1 
1 
1 
1 
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cómo éstos citocromos responden a la inhibición Por ciariuro. 

b) Membranas anaerobicas 
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La respuesta de éstas células a las condiciones de crecimiento es 

rotunda, sólo sintetiza citocromo b ~ mu~ pobremente citocromo a + a3. 

La formación del SR con estos componentes se debe a aue las 

(~or1di.cicir1es de crec:i.E1iento fueron en c:.';'.tre1110 e~,tr·icl.;:;:; ·,;; limitc;ntes a 

Pes ar de ci u e di se" o n .f 2 de u ri medio de e u l t .l o.,• o t.';;º~¡ i? r c:: da 111 f? n te r i e o en 

nutrientes acomPaílado de nitrato como aceptar final de electrones. 

e) Citocromos Formando ComPleJos con CD 

En los espectros de membranas anaerobicas Y microaerofilicas Ca ~ 

b respectivamente) reducidos con ditionita + CO VS reducidos con 

ditionita a temperatura ambiente Podemos identificar la Presencia de 

los citocromos b 562 ~ a2. 
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~ . . 

La incubación con asitación de la membranas reducidas ron 

ditionita en ambiente saturado de CO revela claramente la Presencia de . 
los dos diferentes citocromos unidos a monóxido de carbono. Cuando 

las membranas fueron sometidas a Periodos de incubación de 9 Y 15 

minutos apareció un Pico a 416 nm acampanado de un valle a 430 nmr 

sugiriendo la Presencia del citocromo b 562 unido a CO. 

·, ' ... · 
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Con respecto a citocromo a2 cabe aclarar aue la reacción con 

monóxido de carbono Provoca un cambio en el rico de reducción 

ampliando la lonsitud cfa onda (23)1 r-or 1~stoi l.2 ioresencia de 32 la 

locr.llizamos er1 d Pico e;lr·ededor de lo~, 643 rin1 s no en el rar1so c:h') 

absorción de 630 nm corno se Presenta ~eneralmente en los cultivos 

microaerofilicos. 

d) Concentración de Citocromos Asociados a Membranas 

La concentración individual de citocromos asociados en membranas 

ve~etativas de células microaerufilicas ~ anaercbicas fue calculada de 

los esF·ectru~. diferenciales r·ed1JCido cor1 ditioriita VS o:ddado ~J 

reducidos con ditionita + CO VS reducidos con ditionita. Los v~lores 

obtenidos fueron comrarados con los rePortados Por Escamilla ~ Benito 

(6) tabla VI. 

Se rePorta aue la concentración de citocromos de membranas 

esPorulantes es ma~or a la de vesetativas Cambas Je c~lulas normales) 

con incrementos aue van de 1.76 a 4,33, si. 1 "' ,,.¡;, 

concentración de citocromos de membranas vesetativas tanto de cél1Jlas 

normales cor.10 de microaerofflica·; ':J anat:~robicas nos rercatamos GUe la 

concentración de citocromos Presentes en los doG ~ltimos tiPos de 
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membranas es ma~or a las normales: la presencia de citocromu b555 es 

2.0 s 1.5 veces mayor en membranas ~icroaerufllicas Y anaerobicas 

respectivamente , en tanto auei citocro@o 0-CO (b 562) es 5.4 s 4.4 en 

el mismo orden. Por lo Gue respecta a citocromo a2 ~ los rest3ntes no 

se tiene relación 2oraue1 a2 aParece en lrazas s los otros no se 

presentan o se manifiestan en Peauena Proporción figuras 718 Y 9), 
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TENSION DE OXIGENO Y ETAPA CELULAR * 
(Act. EsP8cifica>** 

8 LTS/MIN 

'~es. 

ílXIDASA ! 

:~uccinato 18 18 

NADH 43 296 

Ascorbato + TMPD*** 35 346 

OXIDORREDUCTAS~S! 

Succinato!PMS~DCPIP 148 202 

NADH!DCPIP 55 342 

REU1C I Otl 
DE ?1CT, 

2 L TS/Hrn 

EsF.T3/Ve~. [¡p, T5 

1+00 10 

6.88 36 

9+88 33 

1. 36 26 

6.36 52 

r~ELACI ON 
DE ACT, 

Esr. T3/T5 

1. 8 

a.2 

10.5 

7.8 

6+6 

Tabla III1- ActividJd resPiratori; rn membranas de Bacillus cereus 
crecidas a 8 ~ 2 litros d~ aire ror minuto. 

* L 3 s e 1 l u L::: ~, E·:;, r: o r 1.11 < n t P :; ne r 1;1 ;; l. e~:, r u u ;m e o s. e ehº' d; :, E' n l. c Et u e: T 3 s e r1 
la etapa T5 las crecidJ~ e : 11 Lro; de aire For minuto, Le rreraración de 
le:, r,¡ e ílt b r e:~; ri;:.; s ~· ü d t:1 Le r· ~ ;, . e· P ri íli ' t c.i (lo::. to 

~:* La oc:. t.i ·.; .i.rJ~:>d ~J 1 :; •• ,~·1 \: f. f i. i.: .:~ :Jt.i 1 ¿.:::: ;Tíl:Hib rana;; \:.J:; LtJ e~<P rE.l~;;3da en r1mol 
( J• r rr <:! r.Jl ,· .. 1 • r• .• 

1 
\ ' ,. -· \,- I 1 ' ·l. ·' 1 1· •... ., .. . ... - .. J ¡· ' 1 t o~. m. 1 •\ ,1 .. !1 , ,··~ U\··~ .. Ll1c .. , ,-~:...11:..1 ~:;s 0:::J.1..1urr2c.1 JCG~3~.\Q''.:> 13 LOl1il lh, ... ". 

(111.ir, .. : if1·.:~ d·r:.i :"·.-¡·cdr\~r·1~1)_, ;· .. ::;r\; 11:;·~. o~~.i.da;~s., 

:n:t. ~-le 11.~ó TMPD ::r. rr1e::1br: ... 1a; c:~lul.<1i'e':; .j,~ 8 1.itros/rii.inuto de ai.re ':! 

DCF'It' u1 r¡¡en1b1;~:1·,¡:¡;:. de culti·;ü:. crr:·c~do:, a 2 litro; .:::e aire Por n1inuto. 
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ENZIMA 

!Act. Es2ecifica>** 

OXIDASA! 

Succinato 

Nr~DH 

Asc.!TMPD o DCPIP*** 

OXIDORREDUCTASAS! 

N A [I H : De F' I r· 

TENSION DE O~IGENO Y ETAPA CELULAR * 
8 L TS/tíHI 

Ves. Es?, T3 

18 18 

43 296 

35 346 

148 202 

55 342 

REU1CIDll 
DE Ac:·. 

\)es, 

LOO 

6. 8!3 

9.88 

1. 36 

6.36 

HI CROAEF\0-

16.93 

18.40 

7.00 

6.50 

F\ELACION 
DE (~CT, 

Ves,Norm 

Ves.Micro 

2.54 

1.90 

21.14 

8.46 

Tatl; IV.- ActividEdes re~Fir&torias en membranas de Bacillus cereus 
Crecidas en condiciones microaarofilica;, 

*Las c'lulJs vE~etotivcs nor~ale~ fueron cosechad~s ~ ~540 - 1.~5 ~ 
] a s ri1 i e r o ~, ¡; rn i' f 1 i e ,;; s ;:; (1 :::; ·1 O ~' 1. , O O 

:}'. if. Las ,::; e: ti .,. i. d.-:,:~<:' ;:, t:! "' 1- c1 1~ i f'i .: ;; 3 d .:.1 1 a:; rri e r.1 b r a ri ,3 ·;; t:· ::; t t: ri e:;;:. resada:; en 
1rn1ol (nii.r-1 ;; 11;:.:l de r:rot.¡:Jn,;;-\ ¡:,;,r,; las o;;i.:lorri-?duct3;3 ~!como n~1tD'.'2 
( 111 i ri u+, o ; ¡ m J d r :·' r o C 1 ' I r1 2 ) M 

1 í' .3 r ,J 1 ,:; :; o;: i da '_; 2 :: .• 
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ENZIMA TENSION DE OXIGENO Y ETAPA CELULAR t 

8 LTS/MHl 

~'es. Es::-. t3 

OXIDASAS: 

r:uccinato 18 18 

NADH ~3 296 

Ase.; rnF'D o DCF' IF'U:t. 35 346 

OXIDORREDUCTASAS: 

r;uc L' : F'MS 1 DCF' I F' 148 202 ,. 

~u, D H : De p If' 55 3·~2 

F:EL~iC IOtl 
DE t1CT. 

Es2 .. T3 

1Jes. 

1+00 

6.88 

9.88 

1+36 

6.36 

AtlArnOBIAS 

Ve:::í. 

2+57 

10.50 

5.25 

5+00 

2.20 

F\El ACIOM 
DE ACT. 

Ves.Ana. 

7.00 

4.09 

6.66 

29.60 

25+00 

Tabla V,- Actividades resPir~torias en ruembranas de Bacillus cereus 
crecidas en condiciones anaerobica3. 

* Las c'l~lJs ve~et~tiv~~ ~orru;Jes fueron cosechadas a A540 = 1.25 y 
las anaerobjcas ¿ A5~0 ~ 1.00 

:r. )t L s s e:. e ti ·; i ... t:> d;;: ::. :: ;, , · e ,:: .l. f .i. e .3 .:; 1j e 1 ;;; s e n ;:: i r.; a ::; 8 '., t.~ n E· ; : P r e ;; a d a .:; e n n 111 o 1 
(mir1 n ¡;::;í d-:!; r·nt.cir1.'ir' :~~;n LE o;~ldorr·e.juctas.os ':) cor.•O riAt02 
( m i n ; : 1;,:: ·:L;: : · I' o l. r: : .· 1 el :r' ;:. ;::. r .:; L;:: o: d d & s a'!> • 

:k ;\: :r- r~ ~· u :~ .'J T 11 F' D '.:> D r; f' I F' i r1 d l :; t .~ ri L a m ?.: n t ''·' ~~ ,:; r .3 111e111 b ranas a na e rob i e a!> • 
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CONCENTRACION DE CITOC~OMOS (t) Y ETAPA CELULAR Ctt> 

CITOCROMOS 

a t a3 

b555 

c548 

a2 

a3-CO 

o-CO *** 

8 LTS/M!N 

Ves. EsP.T3 

.0.11 0.28 

0.12 0,45 

0.15 0.65 

T R P. z A e .., 

0.14 0.25 

0.05 0.09 

CONCEN
TRAC ION 

Ves. 

2.50 

7 7C' ..., . , .; 
4.33 

2.oa 

1. 7é 

MICROAERO
FILICAS 

Ves. 

TRAZAS 

0.24 

TRAZAS 

TRAZAS 

TRAZAS 

0.27 

CONCEN- ANAERO
TRACION BIAS 

Ves.Norm. ~'es. 

Ves.Micro._._ 

TRAZAS 

2.0 0.18 

TF:AZAS 

TRAZAS. 

TRAZAS 

0.22 

CONCEN
TRACI ON 

'Je~, No rei. 

Ves.Ana. 

1.5 

Tabla VI.- Citocromos asociados a membranas de Bacillus cereus de 
células normales1 microaerofilicas ~ anaerobicas. <*> 

* La concentración de citocromos fue calculada a Partir. de los 
espectros diferenciales de reducidó con ditionita VS oxidado con 
Persulfato a teruPeratura ambiente. La concentración de citocromos 
para los comFleJos z3-CO Y o-CO fue calculada de los espectros 
diferenciales de reducido con ditionita + CO VS reducido con 
ditionita. En ambos casos la concentración de citocromos se expresa 
como nmol x mg de Proteina1 El coe~iciente de extinsión molecular 
Para el cálculo de las concentraciories fue tomado de Felix ~ Lundsren 
( 14) • 

*t La edad de las c~lulas se describen en las tablas IV Y v. 

*** El citocromo b56~ fue medido como o-CO. 

<•> Tornad~ de Escamill~ ~ Benito (6) Y complementada con los 
resultados de éste trabaJo. 

" 
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CONCENTRACION DE CITOC~OMOS Ct> Y ETAPA CELULAR Ctt> 

B LTS/MIN CONCEN
TRAC ION 

CITOCROMOS Ves. EsP.T3 Esp.T3 

Ves. 

MICROAERO
FILICAS 

Ves. 

CONCEN
T RAC ION 

IJes.Norm. 

ANAERO
BIAS 

~'es. 

'Je::!.Micro __ . _ 

CONCEN
TRAC ION .. 

'Je s • No r ei • 

Ve~.Ana. 

------------------------------------------------------------------------

a + a3 .0.11 0.28 2.so TF~AZAS TRAZAS 

b555 0.12 0.45 "1 .., r:" u.' ,J 0.24 2.0 0.10 

c548 o.is 0.65 4.33 TRAZAS TRAZAS 

a2 T R {>, z A e TRAZAS .., TRAZAS • 

a3-CO 0.14 0.25 2.os TRAZAS TRAZAS 

o-CO **-* O• O~i 0.09 1. 76 C.27 0.22 

T~bla VI.- Citocroruos asociados a merubranas de Bacillus rereus de 
células norrualesr microaerofilicas ~ anaerobicas. <*> 

* La concentración de citocroruos fue calculada a Partir. de los 
espectros diferenciales de reducidó con ditionita VS oxidado con 
Persulfato a teruperatura ambiente. La concentración de citocromos 
Para los coruPleJos a3-CO Y o-CO fue calculada de los espectros 
diferenciales d~ reducido con ditionita + CO VS reducido con 
ditionita. En ambos casos la concentración de citocromos se expresa 
como nmol x mg de Proteina1 El coeficiente de extinsión molecular 
PBra el cálculo de las concentraciories fue tomado de Felix Y Lund~ren 
( 14). 

*t La edad de las c~lulas se describen en las tablas IV Y v. 

*** El citocromo b562 fue medido coruo o-CD. 

<•> Tomad~ de Escamill~ ~ Benito (6) ~ complementada con los 
resultados de éste trabaJo. 

.. 
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DI SCUSION 

l. o·.::. es tu d i os a w.J.i de·::; e ri tos de r.1 u es t r a n a u e 1 a t er1 s :i ó n de o~ d 3 en o 

durante el crecimiento del cultivo Juega un importante PJPel en la 

expresión del si;tema resPiratorio de Bacillus cereus. 

En este estudio debido a la falta de recursos instrumentales 

apropiados no fue Posible hacer una evaluación estricta s cuantitativa 

lo·.:. resul t.ados 

·:ion su f i e i. ·2 n temen te claro·~, ase::iu ra r c1ue 13 COITIPOSiL'ión 

cualitativLJ s cuantitativa de citocromos en el SR cambia de manera 

microaerofilico, 

Cuando se disminuse el fluJo de o::iSeno-burbuJeo a 4 ~ 2 litros 

de aire por minuto (fisura 61 tabla III> no se observan cambios 

cualitativoa en la comPosición de citocromos s oxidorreductasas1 perJ 

si es claf'O o.ue 1Jn3 di·:;ponibilidad restriri::íida de o;;fjeno provoca en 

crecjmierrtn. Del mismo modoi Podemos observar aue los niveles de 

cí toe romo·:; oxidorreductosas se encuentran sisnif icativamente 
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1 sobre todo t~n ac~ue 11 os cultivos re<:il i ;~ados 

1 rl•JJo··burtiu._i~:o de '.'. litrns/m.inuto (fisura 6, tablas III s I')), Este 

halla;::.~o cor1cuE:rrL con le~. l"E•suJ.t.::dos rer-ortados F·or Tochi~:.ubo en 

1 P.ac:lllus :;ubtilis (5) 01Jien encorit.ró aut:• Ja d.isr.iinución en la t2ns.lón 

1 
decremento en las actividades 

e· 
.... 1 1n 2rubarso1 la reducción en la 

1 t, en s i M1 de o d 3 en o no '.:· ó 1 o P r o v o e a 1 a r e d u e t:i ó n d e 1 a s a e t i v i d ad e s 

resPiratorias, sa aue1 en el caso de los cultivos microaeroff licos 

1 donde la tensión de o~:iseno se encue¡·1tra mu~ cercana ., 
o la 

1 
anaerobiosis1 clBramente se demuestra un efecto diferencial sobre la 

composición del SR. 

1 
En los cultivos microaerofilicos ocurre uue, mientras la o;ddasa 

1 
niveles aue no; Permite su clara identificación Por el ~1co de 

1 absorrión formado a 630 nm exhibido en el espectro de reducido con 

1 ditionita VS oxidado (fi~ura 7)1 identific¿ndola tambión en el 

espectro reducido con ditionita t CO Por su banda de absorción a 643 

1 nm (fi~uras 4 ~ 9), Lo anterior es de Particular imPortancia debido a 

aue en los cultivos donde la aereación no es factor irnPor~ante CB 

1 1 i t ro s de ;:d r e P 1H ni i n u t o ) 1 E.' 1 e it D e r o n1 o a 2 f' r es en t a u n a d é b i 1 b ;;; n d a 

1 de ;o b ::, o r· e .i ó n Cl u e 113 et::· dudar· sobre si re al 111 ente e':> t ó f' res ente , Lo·; 

cultivos microaerufilicos nos Permitieron demostrar feacientementa la 

1 
1 
1 
1 
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Presencia de la oxidasa J2 en Bacillus cereus (6). 

De lo anteriori concluimos oue la sintesis de la oxidasa a + a3 ~ 

paralelamente la síntesis del citocromo ci aue es su donador de 

electrones directo1 son favorecidas por el incremento en la tensión de 

o:-: i seno. Por otro lado1 la elevada concentración de este sas Parece 

tener efecto inhibitorio sobre la síntesis del citocromo a21 sintesis 

aue se ver6 favorecida por baJas tensiones de oxiseno. Estos 

resultados es~tn de acuerdo con lo reportado en otras especies 

bacteriana~ (21) nue sisuen el comPortamiento arriba descrito frente a 

la tensión de uxi~eno. 

Lo anterior tiene imrortantes imPlicaciones en la ecología del 

microorsanismo estudiado en el presente estudio. Esta bacteria va a 

ser capaz de sojuir creciendo a Pesar de amplias fluctuaciones en la 

ta n s; i. él n d i:· u .:d ::: e n o 1 s i m P l E.> íli e n t e i n d u e i e n d o 1 a s J. n te s i s d e 1 a o :d d a s a 

apropiada a las condiciones de su habitat transitorio. Se ha 

demostrado nue L3 o:;idasa 22 tiEine alta é~finidad Por el o;dseno con Km 

menores ~ 0.3 microminimolar con lo cual se ase~ura la utilización de 

o:::lseno en condiciones en ouc éste elemento esc<i:Cf:a, 

En ambienLe ruicroaeroff lico? la oxidasa a + a3 sGria la óPtima a 

utilizar debido a oue desde el Punto de vista de Preservación de 

... ~-, . 
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e m.' r !H a es b i e n e o n o c i d o a u e e s t a o ;d das a ti e ne un e .:111 a 1 d ;:~ P r o t o ne ·s 

asociados1 ~ con esto, la ~osibilidad de formar un gradiente Protón 

rnotriz1 Por lo tanto1 10 Presencia de :;i ti o 

f os f o r i L~ e .i. ó n • 

relación en la composición del SR; capacidad Para fosforilar s el 

habitat en aue la bacteria de desarrolla. De acuerdo con éste autor' 

Pobres. (fuentes de carbono " ;;, 

enertlía) no se pueden dar el luJo de utilizar SR con baJJ eficiencia 

en la fos-,foriLJción o:ddativai ror e...iemPlo1 E. coli1 t::, Pnf?umoniace~ 

mesateriur.11 B. licheniformi.:, s B. subtilisr Presentan cuatro 

sitios de fosforilación en su SR! la reacción de transhidrogenasas 

(sitio I s II> ~los sitios de la citocromo oxidasa (sitio IIII, En 

cambio1 en M. l~sodeiktiws1 A. lwoffi1 Ps. ovalis Chester s H. 

entrofa íl11e crr:cen P.n medios ri.cosi Pueden uti. lizar un SR meno~; 

En estos casos1 las 

bacte 1' i as r--uE·den cc:recer del sitio III s IV de 

fosforilacjón. 

Se ha su~erido oue la oxidasa a2 no tiene sitio de fosforilación 

asociado1 Por tanto, su utilizatión imrlica la rórdida de imPortantes 

cantidades de ATP potencial, Pero s1 Pensamos Por otro lado Gue l ·:i 

'" 

o;.; idas a tiene baJa afinidad Por oxijeno entoncesi comrrenderemos 

aue la bacteria necesita sacrificar el potencial de fosforilación Por 
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la necesidad absoluta de sesuir respirando ~ creciendo aunaue sea o 

velocidades considerablemente menores aue las observadas a ma~ores 

concenLracione; de uxiseno donde la oxidasa a + a3 e; la oxidasa 

l..ci inducción de la o;:idasa a2 r>or la baJa tE.'nsión de o;d.seno es 

una caractc~l'i.stica seneral en las bacterias facultativas, sin embarso1 

en el caso de bacterias f iJadoras de nitróseno se ha visto un 

e o m P o r t a m i e n t o e o n t r a l'i o , C u a n do 1 a t e n s :l ó n d e o : : L:! e no s e i n e r e m e r1 t a i 

la bacteria fiJadora de ni.Lr(.:seno induce la i:;íntesis de la o::idasa a2 

con el obJeto de m~ntener lss condiciones anaerobicas en el citoplasma 

aue se reauiere Para el correcto funcionamiento de la nitrogenasa9 

sistema enzimjtico res2onsable de la fiJación del nitróSeno, aue es 

inactiva da PO r· el u:d 1er10. 

Entonces, el PaPel biolójico de la oxidasa a21 si es aue se 

demuestra aue no tiene sitio de fosforilación asociado, deberé ser el 

de una via de oxidación libre (no contribu~e a la formación de ATP> 

aue serj inducida durante situaciones de emersencia en donde se 

remuiera1 Por eJemPloi Para sesuir resPirando a una mus baJa tensión 

de oxiseno como el reportado en el Presente estudio, o bien1 para 

eliminar toda cantidad residual de oxi1eno aue Pudiese ser nocivo Para 

el proceso metJbólico anaerobico. 
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El Presente estudio suSiere aue la oxidasa .. , ") 
cu. es 
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i.nducida Por 

baJa tensión de oxiseno1 sin embar~o' has aue recordar oue al 

valocidad de crecimiento. Por tanto1 habria aue definir cual de los 

dos f2ctores es la causa directa de la inducción. Esta Presunta fue 

recientemente contestada en el laboratorio1 sa aue se encontró auei 

cuando B. cereus crece lentamente obliSado For un medio aue contiene 

una fuente de carbono de lenta utili2ac.::ión (c:;s2rr1i11obcidos) también es 

inducida la ~intesis de cltocromo a2i Escamilla-Benito 16), Lo 

anterior su~iere aue la lenta velocidad de crecimiento impuesta Por 

una limitada concentr2ci6n de o::fjeno o una mala fuente de carbono es 

la causa di r'ecta de i.nducc:ión de L:> o::idasa 

1~demás de la o::idasa a2 ·::1 a+ a31 los cultivos a 81 4 !:! 2 lit!'os 

de aire Por minuto!:! los microaerafilicos manifiestan lJ Presencia se 

una tercera o;:id-3-,:.a, };.:; c;::ida':;a o. E·:;te citocromo fue inicie:lmento 

detectado 2or Smith en B. mesaterium C23) s Tochi~ubo en B. subtilis 

(5), No 5e ha demostrado aue este citocromo Juese el papel de oxidasa 

ya aue la ónica e~idencia aue se tiene1 aón Para el presente e:;tudioi 

es su reacc.i.ón :0 osi ti ve con el CO, Esta T'::.'3Ct [:~r1 aunout:~ su3e';t.iv3 de 

incójnita Planteada cabra fuer'z.2 debido ,: Cl u t? 

citocro1110 s~' com::-ort.:; como una Prot.ch1a con·::;titutiva en B, cereus1 <;1a 
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uue lo encor1l1'ar.1os pr·esente baJo todas l<;s condiciones de crE•ci111ientu 

r.1v:;a':ladas r..~n n1.1eslr'o laboratorioi <:.(in er1 condiciones ar1at:•l'obicas del 

cultivo (fisura 1 s 2 Pa1; cultivos norm~les~ fi~ur; 6 par8 2 litros 

1 ad o 1· ha·::.: CHI e r· e e o r da T' ~ e o 111 o f u e des e ri to N; 1 os r E·:. u l ta dos , íl u e 1 a 

r· e a e e i ó r 1 d 2 {· s t e e i t o e r o m o e o :-1 C O :;; ó 1 o o e u r r e b a j o e o n d i e i o ne s 

forzadas de incubación1 esto esi se reauiere lar~o tiemPo de 

exposición al CD ~ ararentemente condiciones anaerobicas de ensaso. 

Entonces' la observación hecha en este laboratorio cor1 B. cereu·:; ~ en 

otros lusares con B. ruesaterium (23) Y B. subtilis (5) susiere GUD 

la reacción Positiva con CO Pudiese ser un artefacto Provocado Por las 

condiciones us3d3·:; en la reac(;ión. A lo anter:iori tenemos oue sumar 

otra observación consisl0nte en aue1 aouellas bacterias como E. coli 

P a T' a l as e u¿; l es se ha de n1 o~, t r ad o cm e este e i to ero m o Ju es s un Par-· e 1 d r~ 

o.::.i.d3sa ter·11i.ln.ol 1 '.;,IJ func:i.ón es altamente sen·:,i.ble al cianuro mientras 

aue Por otro la¿o, los resultados de Hosarthr Wilkinson s Ellar en B. 

me~aterium (11) s de Escamilla-Benito en B. cereus !6) ;u~ieren aue 

lo aue ha sido identificado como oxidasa 01 es insensible al cianuro, 

~3i el citocromo o riü Jus.iara un FaPel de 0;:1da·s;o en B. ce re1Js cab r ! a 

pre~untar ¿cóal soria su PaPel?. Una Posibilidad ~a considerada For 

Escar.1illa·-Ber¡j.to es ¡~ue sir·;e de trc:r1sPortarJor de electrones entre los 

citocromos b555 ~ a22 (fijur5 3)i sin e~bar~o' es necesario considerar 

o u l.'~ a (m en e o n d i e i o r1 es a na e r· o b i e as 1 don rJ e 1"1 o P a re e e e; d ; ti r a 2 ' e 1 
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citocromo o esL¿ Presente en concentraciones aPreciables (fisura 9) lo 

Gue nos Permite suPor1er aue el citocroruo o Pudiese servir en 

condicionas anaerobicas de crecimiento como mediador del transporte de 

electrones entre citocromo b ~ alsuna reductasa cu~a función s2ria 

imrrescindible en condiciones en aue el oxiseno no existiera en el 

medio. 

Finalmente s a manera de conclusión' considero aue las 

contribuciones més importantes del Presente estudio son: 

a) la demostración de oue la tensión de uxfseno Juesa un PaPel 

imPort~nte en la exrresión del Sistema Respiratorio de Bacillus 

cereus~ b) la demostración de aue las condiciones de limitación 

moderada de u::iseno a 4 ~ 2 litros de aire-burbuJeo provocan carabios 

cuantitativos en la composición de citocromos constitu~entes de la 

cadena respiratoria si e) la demostración de aue limitaciones de 

oxi~eno cercanas a la anaerobiosis s condiciones anaerobicas Provocan 

cambios no sólo cuantitativos sino cualitativos en la expresión del 

SR, 

Es necesario recordar Gue los cambios aaui descritos sólo pueden ser 

referidos a concentraciones Jruesamente aproximadas de uxiseno1 debido 

a aue no se disrunia del instrumental necesario rara medir s controlar 
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de 111ane1'a e;:acta la conc1:·:nt1-ac:i.ór1 de o:d.~Jeno. Ante estoi scrj 

ne e es ario a rr1P1 i. a r- el P r- es t~ r1 t (~ es t, u di o ~1 , sobre todo , T' e Pe ti r 1 o~~ 

o;(J.::leno st.•z¡n E~stricLrn1ent2 deterninada·;; '.:!reproducidas. 
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F is un.; 1 , ··· E::; Fe et ro~~ di fe l'fHi e i e 1 e:· s rfo ;- e d 1.1 e j do '..' S o:; i. d 2 e! e: 0 b ;:; ,_¡ :: 

temPeratura de membranas de cólulas vesetJtivas (A540= 1.25). Los 
as e r1 te::; re ci u e t o r· E·:, i n d i e e e: o::: f '·'E· ron e;~ r E·~~'" do~~ e; 1 ;;; e:. a1 e nr b r <:: r1;:; ~. 
celul;:;res (12 ¡¡,j di:· :or·ot.c:fr1.:/n:J. l n1c.>:.cl.:;;d::;:; cuidadosJmente ·,: cDnseladas 
in 111 E• di J t .5rr1e1"1 t 2 2 ¡-¡ ¡·¡ i. \. l' Ó :: e i'i O l .Í. U U i i.i U " L. a _, ~: (: J 1J l.:, 5 d 1? 1' E' fa l 2 ,-, C j -3 f IJ e J' O íi 

o~~idcdws cori c;lf1unof:.- ::.;r¿;n¡Ct;., de ·:~,u} f <::le de D::iorij o, l.c1·~. r·f:d!.Jctore~~ (:'l; 

lo·; trazosª' t" e ·.:1 d fueron: dltior:it;:; dü •::.1J:Jioi ~L~DH1 .-;:.corb,::to 7· 
T M F' [I s su e: e i r1 ¡:;to de so d i o re·::; r E: e t i 1; <:; H; en\, e , l. ;;: s e c1 r; e i:· 1'it ; <;e ~ '·' 1·1 (0 c.; u ;~ad<:· . 
se indican en mótodos. 

Fisura 2.- Es2ectros diferenciales d~ reducido V3 
temperatura de membranas de c6lulas esPorulant25 T3. 
usadas son las mismJs oue las descritas en la 1·1sura 

o:;id.:;.fo;,; iJ3,)3 

La:, condiciones 

rrotcina usada es.o mg/ml>. 
sodio1 NADHr Escorbato t TMPD 

5' 
Las curvas a1b1c s d son: 

'J su ce ir1:to resP f? et i v an1t=:n te. 

l ,. ,, t:;cer--to 
jilionita d2 

Fisura 3.- Sistema aerobico resPir;,;torio Postulado rara Bacillus 
cereus. Los comPonentes respiratorios ~on los mismos Para las c61ulas 
vesetati'Jas ·;.; esForulantes. NADH c•s cor1sidE·rado E·l mr.:·jor dor1c:dor d(: 
electrones mientras aue succinato es un sustrato donador inf1irlor 
(flecha Punteada), La cit.ocromo ¿: ~ r.:3 es. li:; o:;i.dasa t.er·n;i:-1d de L: 
vi a sen s itil e a 1 cianuro ( in h i b i e i ó ri f 1J e r t t! ) mi en t r 3 s o u e 1 <~ ::,. 
ramificaciones a ~ b re2resentan dos Po~ibles arre~los para la ~ia 

resistente al cianuro (inhibición d6bill. 

Fisura 4,- EsPectros diferenciales de reducidos con ditionilJ t CO VS 
reducido con ditionita a temperatura ambiente de membranas celulores. 
Alsunos sr~nos di:: ditionit~ de sodio fueron a~rejados 2 1.0 rnl de uGc 
su;r-en::::.i ón ¡¡¡ 2 m b r 3 n a ·3 ( 5. o m:3/m 1 :'· r o t. e l n a ) 
c:forando:e ,3 3,0 nl cor1 b:_¡ff:r ::.c:t.ur;;do de ai.T'e (reff!rer1ciz;) o ce;¡ 
buffer ; a tu r ad D de 111 o n ó;; i. do de e ar bon o ( 111'J2 s t r.; l , La e u~~ 2 t, a mu es t r a 
f u e m a n t e ri i e~ D e r·1 ¿: m b i <:.1 n te ~~· t; t u r· r; d o d E' C (} ·~ ~ l e f:. f:.' ::. ,. i:: e t ~· o ~=-· f 1J e r e; : i 
resistrados de acuerdo al tiempo indicado en c~da trazo. 

Fisur·t:: 5A,·· Eft:·cto ir1hibitc:rio (le 1 D u J~j n H - (l ~ ~ :i d (·~ :, 2 l~ n E J. :. i s t t' /;¡ . -~ 

respiratorio de membranas d~ c(lulas esporulantes CT3l. L.as m2mbr3nas 
(0.5 m~ de ?ro~cina) fueron ~reincubada; 2 30 e durante 3 r.inu~os en 3 
ml de buffer-lMC rn~s la concentración indicada del inhjbidcr ensa~ado. 
El con:;ur::o d2 u;~L::leno .:;e inü:li'J con l..:; 2diciór; de ~U1DH, Le:: 
inrnbidor·E·'.: r robe;rJos fueror¡: HOQfiO ( ) r r.;riti~;icina f.1 ( ) , ~'.tebrir1c; ( 
), dicumarol ( ) ~ KCN C ), 
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Fi~ura 5B.- Efecto de la concentración de cianuro de ?ctasio en las 
a e t i •,· i d a d e s 
de BJcillus Las membranas (0,5 

e ó 11.1 las 
r;íj dt~ 

es~orulantes (T3) 
? ;· ;:J 1 .• e f 1 ·1 a ) fu e ron 

Preincubadas durante 3 minutos a 30 C con ls concentr~c\6n 1na1cada de 
cianuro de Fct¿~;:_~io~ L.3 r~~,:;cciór·; fu\:? inici.3da con la ¿,:}i\:ióri de 
su e e in;;; te i:l <: sodio ( • ) ci tU1 [! H ·: ~ ) c1 :: ~;e o r b 0 te + rn F' fl (o; • 

Fi~ura 6.- Espectros dif2rencial23 di? \!!:' ',, e,; id . .; d \) t3 b a Je 
t2mFeratura d2 ~embranas de L~lulas esporulJnte; T 5 e r :; e i d o s a 2 
litros de cire/min. 1 - -

l,_i..1:-.· 

rerortan en la fi1ura 1, sJl~o la ProLcíGa usada t16.5 m~/~1). Los 
de reductores en los trazos 

NADH1 ascorbsto t TMPD s succinato respecti~amente. 

Fisura 7.- Espectros diferenciales de reducido VS oxidado a 
temperatura de nitrójeno liauidc de membranas de células ve~etativas 
CA540= 1.0) crecidas en condiciones raicroa2rofilic3s, El 
Procedimiento emrleado es el mismo ~ue el :ePort~do en :~s fi~ur&s 1 s 
6 con la diferencia de lJ 2roleina (16.3 
e o r res Pon di en t t' s son .; i b s e r E d 1.~ cj dos e G r1 : 

NADH ~ ascorbato t TMPD res~ectiv2mente. 

Los t r.:tZl1!:. 

Fisura 8.- Espectro diferenci~l de reducidc VS o::id&do a temperalur~ 

de nitrójeno liauido de membranas de ~ólul2; v0j0tati~3s (A540= 1.0) 
e: re e id as a n <:e i· ó b i e amen t 2 • L 3 P r· et d na usad.; fu 2 3 5 , ·:.· IT; ~ / ;111 =- l 3 ·:; 

e o n d i e i o ne:-, se r· e F o r lirn en 1 a f is t.Jr a 7 . L os t r ¿ : o:::. <:; ¡ ti , e ·::.: ti 
corresponden a la reducción con ditionita1 NADHi asccr~~to t TMPD s 
succinato respoctivc~Qnte. 

Fisura 9.- Espectros diferenciale~ de reducidos con d~tionita + en VS 
reducidos con ditionita a te.•mF'eratur¿; é:'nibier¡t;:, de mr::n1br;;;r¡a<;; 
vesetativas (A540= 1.0) obtenidas en condiciont:•::; micr:::;,:,erofillc:i·;; c.1 

anaerobic8s. Al~unos sranos de ditionita de sodio fu~i on c~re~~dcs ~ 

L O r.1 l d e ::. u ::; P E· r; ::. :i l'rn d 2 m e m b r a n a s (1 6 • :~ ':i 3 5 . C: 11'::; / 1d d ·'-' H· u !. ' d ri a •"' .:i n 
micro ':3 2r1Derobiccs rE·::.:=-·ecti\..'t:=:íl¡t-·r¡1 .. t:) li1f::.~·l~:d;:.; 1

;.:'. diJui:~.s.·~. er1 3t0 ;;;l de 
buffer saturado de aire ( re f 2 r :.~ ¡·p~ ~ 3 ) IJ 2 j'¡ ~J tJ f f E! ¡· : . .:. t U i' ad ] d 2 C 0 

muEsl: .:; f:~:(:: ¡;¡r:;r1l.12ri~.:'.<. t:·:J¡ c:.:n1hie~,tr· ~~,¿'.tur·,_::dc; de 

J mem~ra~as d2 c6lulas 
anaerobicas ~ (b) ~ara las microaerufíli~as. 
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