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ABREVIATURAS

AcCoA: Acetil coenzima A.

ADP: adenosina difosfato.

AMP: Adenosina monofosfgto.

AOT: Bis (2-etil hexil) succinatd de sodio.
ATP: Adenosina trifosfato.

ATPasa: Adenosina trifosiatasa.

CoA: Coenzima A.

COZ: Diéxido de carbono.

CTP: Citidina trifosfato.

CTAB: Bromuro de hexadecil trietil amonio
D: Daltones. C s

GTP: Guanosina trifosfato.

H2 o Peroxido de hidrégeno.

HOQNO: N-oxido de 2-n heptil 4 hidroxiquinoleina.
KCN: Cianuro de potasio.

Log P: Coeficiente de particién. de un solvente dado en una mezcla

equimolar de octanol-agua; indice de la polaridad de un solvente

dado.

M: molar.
m: mili
p: micro.
7: nao.

NAD': Nicotinamida de adenina.dinucleétido oxidado. - .
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NADH:- Nicotinamida de adenina dinucleétido reducido.

NADP+: Nicotinamida de adenina dinucleétido fosfato oxidado.
NADPH: Nicotinamida de adenina dinucleotido fosfato reducido.
Na2N25204: ditionita de sodio.

UTP: Uridina trifosfato.

Wo: Relacién molar entre el agua y el tensoactivo.



INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE ENZIMOLOGIA MICELAR

El estudio de enzimas "in vitro® ha sido tradicionalmente
conducido en soluciones acuosas diluidas. En la célula viva, sin
embargo, una vasta mayoria de enzimas actlan sobre la superficie de
las membranas o en el interior de ellas (41). Inclusive aquellas
enzimas consideradas como libremente difusibles actuan en un medio
citoplasmico cuyas propledades fislicoquimicas estan lejos de las
soluciones acuosas utilizadas en la enzimologia clasica. Si
consideramos parametros fisicoquimicos como la viscosidad, se
ha demostrado que proteinas inyectadas en el citoplasma de células
vivas difunden muy lentamente como si se estuvieran moviendo en un
medio con sacarosa al 60 % (42). Esta alta viscosidad aparente, del
medio celular, ha sido explicada por algunos como consecuencia de
las restricciones estéricas impuestas a la difusién de
macromoléculas por el reticulo endoplasmico (43). Sin embargo en el
interior de los eritrocitos, los cuales carecen de microestructura
intracelular, se ha encontrado que la difusién del agua es lenta y
el hecho parece ser debido a que en el citoplasma, ésta se encuentra
altamente estructurada.

Las propiedades del agua cercana a una Interfase son muy
diferentes de las propiedades del agua libre y por esto existen
razones para considerar que muchos estudios enzimolégicos

adicionales sobre la conducta de las enzimas en soluciones acuosas,



proveen imagenes imperfectas de la realidad biologica (6). A este
respecto Klivanov (32) puntualiza que el agua es absolutamente
requerida para la funcién catalitica de las enzimas, ya que
participa directa o indirectamente en todas las interaccilones no
covalentes en una proteina (puentes de hidrogeno, interacciones
hidfrofébicas y de Van der Waals), que mantienen la 'conformacién
nativa y cataliticame:nte activa de una enzima. La‘pregunta seria
Jcuanta agua es necesaria para alcanzar la conformacién optima y la
catalisis maxima?. Klivanov (32) ha realizado estudios con enzimas
"desnudas” en solventes organicos y sus resultados sugieren que se
requiere el equivalente a una o unas pocas capas de agua de
solvatacién para preservar la actividad catalitica en solventes
apolares; es muy probable que esa agua asociada no se encuentre
distribuida uniformemente alrededor dle la enzima, sino en multiples
capas a unos pocos agrupamientos polares de la superficie

enzimatica.
Para simular "in vitro" las condiciones bajo las cuales las

enzimas operan "in vive", J. Hanan desarrolld en 1952 (22) el modelo
de las micelas invertidas en solventes organicos lo que permitid
que se iniclara un drea de investigacioén atractiva con el estudio
de enzimas en soluciones coloidales de agua en solventes organicos
apolares, estabilizados con compuestos anfifilicos.

Como ya mencionamos, las propiedades fisicoquimicas de la "poza de
agua" difieren en muchos aspectos de las propliedades del "agua
libre", y dependen del grado de ~hidratacién de las micelas (40,

§7). Una micela invertida se ha definido como una "gota de agua" . de



entre 20 a 200 A de diametro, rodeada de una monocapa de
moléculas de tensoaéiivo. Las cabezas cargadas con sus respectivos
contra-iones estan localizadas en el interior del agregado,
mientras que las colas hidrofébicas estan orientadas hacia la fase
continua del solvente organico. El agua, los solutos hidrofilicos y
solventes miscibles en agua, estdan solubilizados dentro de la
micela, en la “"poza &e agua”. Con estos sistemas es posible generar
diferentes y bien definidos microambientes, los cuales afectan las
propledades de la enzima que se encuentra en la micela

El término "micela invertida" define mejor a pequefios agregados
con bajo contenido de agua; si usamos el parametro Wo, que
representa la relacidén molar entre el agua y el tensoactivo para
definirla, el limite superior seria de 15 para micelas invertidas. A
valores de Wo mayores es més. apropiadoe usar el término
"microemulsién agua-aceite" o simplemente "microemulsiones"; que son
sistemas ternarios que contienen importantes cantidades de agua.

Las propiedades fisicoquimicas de la "poza de agua" de las micelas
invertidas y las microemulsiones son diferentes. A pesar de ello, en
la practica se acepta usar el termino "micelas invertidas”
para referirse a ambos sistemas.

Las micelas invertidas en solventes organicos se forman
espontaneamente por la adicién de tensocactivo y la cantidad adecuada
de agua. Se ha reportado el uso de una gran variedad ellos de:
aniénicos, catiénicos, zwitteridénicos y no idénicos; los méas
utilizados han sido el AOT (bis (2-etilhexil) succinato de sodio),

como aniénico, el CTAB (bromuro de hexadeciltrietil amonio), " como



~catlénico y derivados no iénicos de tween, span y

polioxietilenalcoholes (7, 40). Reclentemente han sido utilizados
también los fosfolipidos naturales o sintéticos, por ser
constituyentes naturales de las membranas bioloégicas (23).

Se han utilizado varios solventes organicos como medios
dispersantes, 1los méas comunmente usados son el n-octano, el
isoctano, el benceno y el heptano. La adicidén de un cotensoactive
como el alcohol bencilico, el colesterol o el hexanol es requerida
en algunos casos para facilitar la formacion de la micela invertida
(23, 55). Debido a que los sistemas basados en AOT no requieren de
cotensoactivo para su estructuracién, estos han sido los mas
estudiados (40).

Es notorio que los estudios reportados principalmente se han
enfocado a enzimas hidrofilicas (30, 31), si se compara con los
pocos estudios reportados para enzimas de superficie o enzimas de
membranas. Entré las enzimas hidrofilicas mas estudiadas se
encuentran la lisozima, la tripsina, la a=-quimotripsina, la
ovoalbumina, la alcohol deshidrogenasa, y la y-globulina (30, 31);
entre las enzimas de superficie la peroxidasa (33) y la lipasa (31)
y entre las enzimas de membrana la citocromo c oxidasa (16,18) y la

ATPasa (3,4,36).

De acuerdo a los reportes hay muchos casos de enzimas que en
condiciones oOptimas de ensayo retienen solo una parte de su
actividad catalitica medida en agua, como son la ATPasa, o la
enoato reductasa (4, 54); e‘n' ngunos otros casos se han obtenido en

el medio ¢érganico actividades cataliticas muy semejantes a las



'observadas‘en medio acuoso (B-hidroxiesteroide deshidrogenasa) (24);
) finalmente en algunas enzimas especificas como la peroxidasa (33),

la fosfatasa acida, la a-quimotripsina y la lacasa (8) se observan

actividades cataliticas medida en el seno del solvente &érganico de
varios ordenes de magnitud mayores que las obtenidas en medio
acuoso. Este fenomeno se conoce como "“superactividad”.

Debido a que las prt;telnas transferidas a soluciones coloidales de
agua en solventes organicos son Opticamente transparentes, se
facilita su estudio por técnicas espectroscopicas. Sin embargo, el
creclente interés en la enzimologia micelar demanda el uso de un
gran numero de ‘técnicas cuantitativas para la medicién de

actividades enzimaticas en el seno de solventes organicos.

METODOS DE TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MICELAS INVERTIDAS.

Se han reportado tres métodos para transferir y solubilizarl
proteinas a soluciones de micelas invertidas.(31,36,37,42). En
todos los casos el proceso se inicia con wuna solucién de
tensoactivo (y cotensoactivo si fuera necesario), en el solvente
érganico. La proteina puede ser incorporada de tres diferentes
maneras:

a) El método de microinyeccién consiste en agregar por medio de
una microjeringa un pequefio volumen de una solucidén acuosa
concentrada de la enzima a la solucidén ‘de tensoactivo en solvente

organico. (solucién micelar).

b) El método de transferencia en dos fases es aquel en el qué" el



sistema contiene volumenes similares de una solucién de micelas

invertidas y una solucién acuosa de la proteina.
c) En el método de transferencia en estado so6lide se afiade la

proteina en estado seco_al sistema micelar conteniendo una cantidad
conocida de agua. La solubilizacién de las proteinas se optimiza por
agitacién vigorosa, hasta que el equilibrio termodinamico es
alcanzado.

En el caso de los métodos de microinyeccién y estado soédlido, el
punto final de la solubilizacién es usualmente alcanzado en el rango
de segundos a minutos, mientras que en el método de transferencia en
dos fases, el equilibrio puede requerir horas (30, 33, 36). Este
método puede ser acelerado aplicando sonicacién (bafio de sonicacién)
durante unos pocos segundos a minutos, para que el proceso de
solubilizaciébn ocurra (3), cuidando de que no se produzca
desnaturalizacién de la proteina causada por sonicar demasiado
tiempo. Un riesgo en los métodos de microinyeccién y transferencia
de fase sélida es la saturacién con agua o con proteina, ya que el
agua en excesoc da preparaciones turbias; la turbidez puede ser
eliminada pasando una corriente de nitrégeno sobre la preparacion
micelar hasta que se obtiene una solucién clara (3). La proteina no
disuelta es eliminada por centrifugaciéon a baja velocidad. En el
método de transferencia en dos fases, la fase organica (superior),
conteniendo la proteina transferida, es recuperada con una pipeta
Pasteur. Las ventajas y desventajas asociadas a los diferentes
métodos de transferencia han ;;do muy discutidos (35, 40). El métode

de transferencia en dos fases, ademas del largo tiempo requerido



para alcanzar el equilibrio, tiene la desventaja de que no es
posible controlar la cantidad de agua y proteina transferida de 1la
fase acuosa a la fase orgéanica y ésta solo puede ser conocida hasta
el final del proceso. En contraste, los métodos de transferencia en
estado sélido y de microinyeccién permiten controlar tanto 1la
cantidad de agua como la concentracién de proteina transferlidas. De
cualquier manera, la concetracién de la proteina atrapada dentro de
la solucién micelar puede ser facilmente determinada por métodos

espectroscbplcos.

ESTRUCTURA DE LAS MICELAS INVERTIDAS CONTENIENDO PROTEINAS

Y OTROS SOLUTOS.

Los procesos de solubilizacién de enzimas en sistemas micelares
_resultan en la formacién de micelas invertidas contenlendo proteinas
hidratadas, sin importar el método que se dtllice para solubilizar.
Las enzimas estdn atrapadas en la cavidad acuosa interna de las
micelas, rodeadas por una capa de agua y la "cublerta" de
tensoactivo que protege a la enzima de la inactivacién por el
solvente; usualmente la micela contiene una sola molécula de enzima
(5). Existe, sin embargo, una gran controversia en cuanto a 1la
organizaclén estructural de la micela invertida. En este momento hay
dos modelos postulados-;

El modelo de capa de agua (water-shell) propuesto por Luisi y col

(5,39,59) en el que se propone que el atrapamiento de la molécula de



enzima estd invariablemente acompafiada por un aumento del tamafio
micelar Y que una micela 1llena contiene mas moléculas de
tensoactivo y agua que una micela vacia; esto es el resultado de una
redistribucién de los componentes micelares entre las micelas vacias
y las micelas llenas (Fig. 1 A). Un modelo alternativo propuesto por
el grupo de Martinek (35, 48), postula que el incremento en el
tamafio micelar ocurre s;Jlamente cuando la cavidad interna de la
micela vacia es mas pequefio que el tamafio de 1la molécula de la
proteina contenida (Fig 1 C); en este caso la proteina atrapada
puede dar un incremento en el numerc de agregacién asi como en el
grade de hidratacién del tensocactivo. Por el otro lado, si el
tamafio de lz; cavidad acuosa es mayor o aproximadamente igual al de
la molécula de la proteina, proponen, en contraste con el modelo de
Luisi y col, que la proteina atrapada‘ podria no dar Iincremento
sustancial en el tamafio de la micela invertida ( Modelo de tamafio
fijo Fig 1 B). Por determinaciones por ultracentrifugacién se ha
confirmado la valide_z del modelo de tamafio fijo para enzimas
jiidrofilicas como la tripsina, la quimotripsina, la lisozima, la
albumina de huevo, la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo y
.-la ¥ globulina, en donde se ha determinado que el aumento en el
tamafio micelar, si es que se produce, no es mas del 10 % del tamafio
inicial‘ de la micela, aun cuando la molécula de la proteina y la
cavidad acuosa de la micela inicial fueran del mismo tamafio. Las
micelas conteniendo proteina tienen practicamente el mismo

numero de moléculas tanto de tensoactivo como de¢ agua, en

comparacién a las micelas vacias (36,49},
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Micela inicial Molécula de Proteina dentro
proteina de la micela

FIGURA 1. MODELOS PARA LA SOLUBILIZACION DE PROTEINAS EN MICELAS
" INVERTIDAS. a) Modelo de la '"capa de agua". Rmp >Rm y rmp >rp,
independientemente de la relacién rp/rm. b) Modelo de la induccioén
del tamafio adecuado. R mp.>Rm y rmp=rp, cuande rp>rm. c) Modelo del
tamafio fijo. Rm = Rmp, cuando rp = rm. d) Micelas invertidas
conteniendo proteinas hidrofébicas.

rp:radio de la proteina; Rm: radio externo de la micela ‘vacia; rm:
cavidad interna de la micela vac{t_a; Rmp: radio externo de la micela
conteniendo proteina; rmp: radio de la cavidad inten.ma de la mibsla

conteniendo la proteina.



En  cuanto a proteinas de superficie, que interaccionan
fuertemente con la interfase micelar, se ha estudiado en sistemas
micelares conteniendo AOT como tensoactivo, la proteina basica de
mielina, que aunque no cumple completamente con el modelo de tamafio
fijo, bajo ciertas condiciones permite que la validez del modelo sea
confirmada (9). Cuando se han solubilizado enzimas integrales de
membrana como la bacieriorodopsina y la porina (45,56), en sistemas
de micelas invertidas, se induce la formacién de agregados
micelares en forma de casquetes en los cuales las partes polares de
las moléculas de enzima orlentan parches de tensoactivo hidratado en
los polos, mientras que las partes hidrofébicas de la proteina estan
en contacto libremente con el solvente organico (Fig. 1 D).

Los solutos afladidos al sistema micelar se localizardn en el
sistema de micelas invertidas dependiendo de su naturaleza (48). Los
solutos hidrofébicos se localizaran en promediov unicamente en la
fase hidrocarbonada (Fig 2 A y B), es decir, permaneceran fuera de
la cavidad acuocsa de la micela invertida, estando o no en contacto
con la micela dependiendo del grado de hidrofobicidad del soluto; si
el soluto afiadido es hidrofilico, se localizara inmerso en la poza
acuosa micelar, o dentro de ella y en contacto con la interfase
dependiendo de su interacciéon con las cabezas polares del
tensoactivo (Fig 2 Cy D) Si el soluto afiadido tiene propiedades de
tensoactivo, es posible que se localice en la interfase de la micela
invertida {(Fig.2 E). Por otro lado, Menger y Yamada (44) proponen la
existencia de solutos que 'son capaces de formar sus propios

agregados, induclendo la formacidén de pequefias micelas invertidés en



cuyo . caso existiran dos poblaciones de micelas:- en el sistema

(Fig 2 F).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE ENZIMAS SOLUBILIZADAS EN

MICELAS INVERTIDAS

EFECTO DEL GRADO DE HIDRATACION (Wo).

Uno de los efectos observados mas notables cuando se estudian
enzimas solubilizadas en micelas Invertldas, es el de la dependencia
de la actividad catalitica de la enzima en relacién al grado de
hidratacién del sistema micelar. Esta dependencia ha sido
observada para todas las enzimas estudiadas en sistemas de micelas
invertidas (31,42). A menudo, esta dependencia es en forma de
campana, con un valor de Wo al cual la actividad catalitica de 1la
enzima solubilizada es maxima. El valor éptimo de Wo depende de la
naturaleza de 1la enzima y del tensocactivo. Para explicar la
dependencia en forma de campana que se observa para la actividad
catalitica con el Wo, es importante recalcar que Wo es el paréametro
que determina el tamafio de la poza acuosa de las micelas invertidas;
a mayor Wo se da el mayor tamafio de la poza acuosa (13). Al analizar
los datos de las curvas que representan esta dependencia se ha
determinado que la mayor actividad enzimatica se encuentra a valores
de Wo que corresponden a micelas invertidas con el tamafio de cavidad
interna muy cercano al tamafic de 1la molécula de enzima; ésta

condicién obliga a la enzima a mantenerse en su estado
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FIGURA 2. MODELO DE LAS DIFERENTES LOCALIZACIONES DE SOLUTOS EN
MICELAS INVERTIDAS. a y b) Localizacién de solutos hidrofébicos.

¢ y d) localizacién de solutos hidrofilicos. e) Solutos localizados
en la interfase y que actﬂagucomo tensoactivo., f) Solutos capaces

de formar sus proplos agregados.



conformacional de maxima actividad por estar la molécula mas rigida

o "congelada".

SISTEMAS ENZIMATICOS CONCATENADOS EN MICELAS INVERTIDAS.

La dindmica de lés sistemas micelares permite el rapido
intercambio de sus contenidos; al menos asi sucede para los solutos
de bajo peso molecular (24). Este rapido intercambio permite
considerar al agua micelar como una pseudofase continua, que no es
limitante para la velocidad de una reaccién enzimatica (8}, ya que
los contenidos micelares de bajo peso molecular entran rapidamente
en equilibrio.

De esta manera las enzimas atrap;das en sistemas de micelas
invertidas pueden intercambiar sustratos, productos, coenzimas,
factores metdlicos, inhibidores, etc. Asi, es posible llevar al cabo
reacclones multienzimaticas en secuencia, a partir de enzimas
atrapadas, por separado, en micelas invertidas. Las enzimas asi
atrapadas, son capaces de intercambiar productos y sustratos, actuar
en secuencia y llegar a un producto fipal, Aparte ‘del interés
académico de un sistema multienzimatico en micelas invertidas,
también existe un interés industrial, sobre todo en lo que respecta
a los procesos de bilotransformacién de esteroides, donde sustratos y
productos son insolubles en agua.

Un prerrequisito para la aplicaclién industrial de enzimas es que

muestren una actividad catalitica alta y que la conserven por largos




periodos; de las enzimas que cumplen con estas caracteristicas las
oxidorreductasas son las mds comunes. Este tipo de reacciones
involucran coenzimas, que son consumidas durante la catalisis, lo
que provoca el encarecimiento de la reaccién enzimatica. Hilhorst y
col (25,26) han postulado algunos sistemas enzimdticos concatenados
funcionando en micelas invertidas, que permiten la regeneracién de
aceptores de electrones, entre ellos coenzimas.

En la figura 3 A se muestra unc de los sistemas postulade por
este grupo (23); se plantea un sistema altamente organizado que
permite un eficliente acoplamiento entre la hidrogenasa y un sistema
fotoquimico, que produce equivalentes reductores y protones
necesarlos para la funcién de la enzima. Este modelo resulta de
interés para el estudio de procesos naturales como la fotosintesis,
e 1inicia la investigacién de fotoquimica en sistemas micelares,
teniendo aplicaciones potenciales para la conversidén y almacenaje de
energia solar, donde es ecenclal la separacién de los fotoproductos
formados en las reacciones de transferencias de electrones; esto se
logra por fotosensibilizacidon vectorlial de un electrén transferido
de un donador en la fase organica, el tlofenol, al través de un
sensibilizador formado por un complejo tensoactivo—Ru2+,1ocalizado
en la interfase, que permite la transferencia de electrones hasta un
aceptor en la poza de agua, el metil violdgeno. La hidrogenasa toma
los electrones del metil violégeno reducido, produciendo hidrégeno y
permitiendo el reclclamiento del aceptor. El1 tiofenol, tiene
propiedades unlicas que 1le permiten funcionar como donador de

electrones; su escasa polaridad le permite entrar a la interfase;

12



una vez oxldado se torna méds polar, facilitandose su extraccién de
la fase organica; este hecho permite 1la separacién de los
fotoproductos, lo que confiere al sistema micelar ventajas de tipo
econémico para su utilizacién a nivel industrial.

Otro de los sistemas enzimdticos concatenados postulados por el
grupo de Hilho;st (23), es aquel en el que combinan un sistema
regenerador de NADH,-que se puede utilizar en un medio micelar en

“comblinacién con una enzima que utiliza NADH, para la conversién de
un esteroide apolar (figura 3 B). Al permitirse la regeneracién de
la coenzima dentro del sistema, la catdlisis enzimatica se vuelve
econémicamente atractiva para la industria. E1 hidrégeno burbujeado
dentro del sistema micelar es utilizado por la hidrogenasa para
reducir el metil violdgeno; la lipoamina deshidrogenasa consume dos
de los radicales del metil violégen; reducidos para generar NADH a
partir de NAD+, que se formé por la accidén de la B hidroxiesteroide
deshidrogenasa sobre el cetoesteroide; formédndose B
hidroxiesteroide. El1 acoplamiento de estas reacciones da el
reciclamiento, tanto del metil violdégeno como del NAD+, mientras el
hidrégeno se consume.

Los sistemas concatenados incluidos en sistemas de micelas
invertidas ofrecen varias ventajas para conversiones enzimaticas
sobre todo de compuestos apolares, en relacién a otros sistemas que
han sido descritos (25): son sistemas termodinamicamente estables,
fadcilles de preparar, permiten una gran actividad y estabilidad
enzimidtica, son capaces de permitir la regeneracién de cofactores,

su composicién puede ser modificada segln los requisitos
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3 @-ss-@eH*
HS -2
. ] Claroforrio/Qctano
(co) tenscactivo B

CETOESTEROIDE APOLAR

H; Mvs NADH +H:
H,asa )UD DH  HSDH
o +
C;mvum NADL 20 gHIDROXIESTERDIDE APOLAR

fase gcuosa
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FIGURA 3. A. ESQUEMA DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO CATALIZADA POR

HIDROGENASA EN MICELAS INVERTIDAS. MeV> /Mev': par redox del metil .

violégeno. Ru2+ y Ru3+son las formas reducidas y oxldadas
. respectivamente del complejo tensoactivo sensibilizado. Ce(Me)aBr :
bromuro de cetiltrimetil amonio.

B. ESQUEMA DE LA REGENERACION DE NADH, DADA POR HIDROGENO Y
LA SUBSECUENTE REDU.CCION DE UN ESTEROIDE APOLAR EN MEDIO MICELAR.
Para esquematizar se dibujan todos los componentes solubles en agua
dentro de una micela, aunque en realidad los componentes estan
distribuidos entre todas las micelas, produciendose un réapido
intercambio entre ellas. MV2+/_ VMe.J': par redox del metil violégeno;
Hzasa: hidrogenasa; LipH: lipoamida deshidrogenasa;. HSDH: 20.\[3

hidroxiesteroide deshidrogenasa.



particulares deseados y nmno hay limitacién de difusién; estas
caracteristicas hacen que los sistemas de micelas invertidas sean

potencialmente aplicables para la industria.
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ANTECEDENTES

DETERMINACION POLAROGRAFICA DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO EN

SISTEMAS DE MICELAS INVERTIDAS

La polarografia de oxigeno en el seno de solventes organicos es
una técnica recientemente reportada (17,27), la cual tiene
aplicacién potencial én la enzimologia micelar. La técnica fue
descrita originalmente en nuestro laboratorio y fue aplicada para el
estudio de la reacciéon de catalasa en un sistema de
ADOT-tolueno-agua (17).

Se ha reportado también el uso de sondas fluorescentes de pireno
para determinar el contenido relativo de oxigeno, como funcién de
la distancia aparente entre el centro de micelas invertidas de
alquilbencensulfonato de calcio en ﬁ—heptano (29). Se concluye que

el oxigeno forma un gradiente de concentracién menor en la fase

acuosa discontinua y varlas veces mayor en la fase organica contlnua.

Wong y col. (58), wusando técnicas fluorescentes exploraron la
naturaleza del centro acuoso de las mlcelas invertidas y encontraron
que la solubilidad del oxigeno en micelas de AOT en heptano era
cercana a la obtenida en -agua pura. Asi, aquellas reacclones que
involucran oxigeno y tienen lugar en el centro de la micela ocurren
bajo tensiones de oxigeno mids tipicas de soluciones acuosas,
mientras que la fase é6rganlca continua que rodea a la micela tiene
una alta capacidad de solubilizaclidédn para el oxigeno, actuando asi,

como un reservorio o-amortiguador de oxigeno.



RESPIRACION EN SOLVENTES ORGANICOS APOLARES.

Una de las aplicacliones mas Iinteresantes de la técnica
polarogrdfica para determinacién de oxigeno en clinéticas
enzimiaticas en el seno de solventes organicos, es el estudio de las
actividades de la cadena respiratoria usando oxigeno como aceptor
final de electrones.

Existen muy pocos antecedentes de estudios realizados con
componentes de la cadena respiratoria en solventes organicos.
Estudios hechos con citocromo ¢ en micelas invertidas indicaron la
posibilidad de que se lleven al cabo reacclones de oxldo-reduccién
que involucran componentes fislolégicos de la cadena respiratoria
(12). En estos estudios hay evidenclas que demuestran que el
citocromo ¢ en micelas invertidas conserva sus propiedades
espectroscopicas asociadas tanto a su estado oxidado como a su
estado reducldo; los patrones espectroscépicos normales de citocromo
¢ en estos slstemas pueden alterarse a bajos grados de hidratacién,
lo que suglere que el heme ¢ podria wsarse como una sonda
espectroscéi:ica de la conformacién de 1la proteina en micelas
invertidas.

Estudios m&s reclentes (16) con citocromo c de caballo y citocromo
oxidasa en un sistema de micelas invertidas de asolectina en
tolueno, demostraron la transferencia de electrones entre al menos
dos componentes redox de la cadena respiratoria; en estos

experimentos se siguidé espectroscopicamente la reduccién de .la
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cltocromo c-oxidasa por citocrome c reducido con ascorbato.

En nuestro laboratorio, Laura Escobar (18) utilizando mitocondrias
de corazén de bovino, demostré que existe transporte de electrones
al través de la cadena respiratoria, aunque la velocidad de
transferencia es muy baja, siendo el paso limitante la reduccién
del citocromo b. Sin embargo fue posible obtener reducciones casli
totales de todos los éitocromos cuando al sistema se le adicloné
menadiona para reemplazar a la menaquinona endégena, que se repartio
entre la fase orgdnica y la acuosa.

Ademas de las preparaciones mitocondriales, en nuestro laboratorio
hemos observado que las membranas bacterianas también muestran
actividades asociadas a la transferencia de electrones cuando son
transferidas al seno de solventes orginicos. Particulas membranales
de Bacillus cereus o Rhizobium éhaseoll en un medio de
asolectina~isoctano, mostraron ser bastante mas activas que las
preparaciones de mitocondria de corazon de bovino (Leticia Sanchez,

Tesls de Maestria en preparacién).

RESPIRACION DE CELULAS ENTERAS EN SOLVENTES ORGANICOS.

Existen reportes en la literatura en los que se describe el uso Qe
células bacterianas no vivas suspendidas o inmobillizadas en
solventes organicos, que son capaces de llevar al cabo procesos
cataliticos con apiicaciones " ‘comerciales potenciales. Las

preparaciones de células enteras en comparacién con enzimas puras,

&
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han mostrado ser mis estables como microreactores en solventes
organicos (1). En 1985 Hiring y col. (21) reportan por primera vez
la transferencia de células bacterianas a micelas invertldas
compuestas de tween 85 con 3 a 4 % de agua (v/v) usando como
solvente lsopalmitato. Su sistema micelar contiene mis de 10%celulas

m1”?

; esta concentracién celular daria suspensiones turblas en agua;
sin embargo, en micelas invertlidas se obtlienen soluclones
transparentes. Estos experimentos han sido repetidos en otros
laboratorios usando levaduras o células bacterianas que han sido
transferidas a una gran variedad de sistemas de
surfactantes~solventes. (33.46). En algunos casos se han reportado
valores de viabilidad en el rango de horas a dias (46).

Células microblanas transferidas a micelas invertidas son capaces
de presentar actividades metabélicas usando sustratos endégenos o
exbdgenos.En relaclén a esta actividad metabdlica se ha reportado 1la
utilizacién del electrodo de Clark para medir la respuesta
respiratoria de Saccharomyces cerevisiae usando como sustrato etanol

en micelas invertidas de tween 88-isopropilpalmitato (46).

GERMINACION DE ESPORAS

CAMBIOS METABOLICOS ASOCIADOS CON LA GERMINACION.
Un modelo que es de interés potencial para su estudio en sistemas

de micelas Invertidas en solventes orgénicos es el de germinacién de

esporas bacterianas ya que presenta caracteristicas relaclionadas
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con su latencla (Sﬁy‘como s§n la falta de metabolismo endogenc y su
resistencia a condicliones extremas. Un ejemplo de condicidén extrema
seria la presencia de solventes organicos, que permiten su estudio
en sistemas micelares orgénicos.

[as esporas bacterianas no tienen un metabolismo enddgeno
detectable. Consecuentemente, no es de sorprenderse el que contengan
niveles extremadamente bajos de ATP y piridin-nucleétidos reducidos;
otros compuestos de alta energia como CTP, GTP, UTP,
deoxinucléotidos trifosfato y acetil coenzima A, se encuentran a
niveles muy bajos o ausentes. En contraste, las esporas contienen
altos niveles de adenin-nucleétidos 1libres como ADP y AMP y
cantidades significativas de NAD, NADP y coenzima A (53}.

La transformacliédn de esporas bacterianas a células vegetativas es
el resultado de al menos tres procesps en secuencia: la actlivacioén,
la germinacién y la elongacion o "outgrowth" (53).

La activacién :es un proceso reversible, que prepara a las
esporas para germinar y que se presenta por tratamientos como choque
térmico o induccién quimica; en el caso de esporas envejecidas el
proceso de activacioén puede no ser necesario.

La germinacidén involucra los primeros pasos irreversibles en la
conversién de la espora latente a la célula vegetativa, Hill fue el
primero en descubrir que los requerimientos de germinantes para
esporas bacterianas podria ser simple y especifico (53); En el caso
de B. cereus, se ha reportado que la mezcla de alanina-adenosina
es el tratamiento de activac§bn que permite el mejor rendimiento en

la germinacidén de sus esporas. Este proceso esta acompafiado por = 1la



ripida degradacién de algunos tipos de macromoléculas, la excrecidn
de moléculas especificas como los 4&cidos dipiceolinico y
sulfoacético asi como muchos de los iones metidlicos de la espora; se
plerde su resistencia al calor, la radiacién y los agentes quimicos,
y aumenta la permeabilidad a un gran numero de diferentes
moléculas. La actividad metabdlica y la blosintesis macromolecular
se inicia en los primeros minutos de la germinacién de la espora,
apareciendo compuestos de alta energia; encontramos la acumulacién
de ATP, NADH, NADPH y acetilcoenzima A. La produccidén de compuestos
de alta energia en los primeros minutos de la germinacién estan
dados en gran medida por el metabolismo de reservas energéticas de
la espora latente, como el &cido 3-fosfoglicérico, que constituye
entre el 3 y el S % del peso seco de la espora; el piruvato generado
del &cido 3-fosfoglicérico puede ser metabolizado a acetato, via
piruvato deshidrogenasa, con la produccién asociada de compuestos de
alta energia como acetil-coenzima A y NADH. Otras reservas
energéticas en la espora latente son los aminoadcidos generados via
degradacién temprana de las proteinas, (aproximadamente entre el 15
y el 20 %4 de la proteina total en las esporas de B. cereus es
degradada a aminoAcidos en los primeros 20 min de la germinacién},
el « glicerofosfato y algunos polisacaridos.

La espora latente contiene un sistema de transporte de
electrones inactivo; en nuestro laboratorio se (15) ha determinado
que este sistema contiene todos sus componentes citocrémicos , en
concentraciones muy semejantes a las de una espora germinada; de 1la

misma manera las actividades especificas de las deshidrogenasas
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asociadas‘al sistema  son muy semejantes. Sin embargo hay una
importante disminucién en la concentracioén de la menaquinona; sl se
afiade menadiona, que eé un analogo de la menaquinona, a membranas de
esporas latentes, se restaura la respiracién dependienté de NADH vy
la reduccién de citocromos. De la misma manera, en los primeros
minutos de 1la germinacién son restauradas simultineamente la
respiracién dependienée de NADH y la reducciéon de citocromos,
asociadas a un aumento de 4 veces el contenido de la menaquinona; no
se observan cambios significativos en los niveles o segmentos de
actividades de transporte de electrones del sistema.

El "outgrowth" permite la transformacién de una espora germinada a
una célula vegetativa. Existe alguna controversia sobre cuales son
los caminos metabdélicos que operan durante este proceso, en
particular, si el flujo de carbono' es al través de la via de
Embden-Meyerhof o de la de las hexosas monofosfato. Estudios hechos
con B. cereus han sugerido que la via de Embden-Meyerhof es 1la mas
importante durante el metabolismo de la glucosa. En este proceso la
bilosintesis no puede darse sin que se suminlstren a la .célula

sustratos endoégenos (53).

CAMBIOS MORFOLOGICOS ASOCIADOS CON LA GERMINACION.

Asociados a estés camblos fislioldglicos, encontramos durante la
germinacion cambiqs morfoldgicos importantes; que pueden ser
seguidos por microscopia (53).

La espora latente estd caracterizada por tener estructuras
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externas como el exosporium, rodeando una cublierta de dos o mas
capas, una corteza muy bien definida, y la espora proplamente dicha
rodeada por una membrana celular;el citoplasma se encuentra
deshidratado, sin observarse definicién de componentes celulares.
(Figura 4 A, 4 B-1).

Cuande la germinacién se inicia (Figura 4 B-2), puede
observarse un oscurecimiento de la espora; la corteza empieza a ser
reabsorbida o disuelta apareciendo, como ya se menciond, 1la
respiracién como uno de los eventos fisiolégicos tempranos.

Al iniciarse el "outgrowth" (Figura 4 B-3,4), comienza el
hinchamiento de la espora por hidratacién del citoplasma,
llegando a aumentar su volumen hasta mas de tres veces; la corteza
sigue disminuyendo y, asociada a esto, hay una mejJor definicién
de los componentes celulares (ribosomas \% material
genético). Finalmente la célula se prepara para la primera divisién
(Figura 4 B-5).

Basdandonos en las caracteristicas mencionadas sobre los
diferentes procesos que llevan a la germinacién, es posible
plantearla como un modelo ventajoso y de interés para estudlarse en
micelas invertidas. De estas caracteristicas las que consideramos
mas importantes para lograr este fin son:

a) En la espora latente no es posible detectar metabolismo
endégeno (no hay respiracién endédgena).

b) Las esporas latentes son muy resistentes a los solventes

organicos, por lo que la transferencia a solventes. orgénicos no

afecta su viabililidad.
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A Cubierta de Jla —— EXterna
espora ——— interna

Exosporium

Membhrana
plasmatica

FIGURA 4. A. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE UNA ESPORA LATENTE DE B
cereus; se sefilalan sus componentes principales.

B. ESQUEMA DEL DESARROLLO DE UNA ESPORA LATENTE DE B
cereus HASTA UNA CELULA VEGETATIVA. Estadio 1: latencia; estadio 2:
germinacién; estadio 3: hinchamiento; estadio 4: elongacién; estadio
5: primera divisién. La germinacién fue 1nducida. quimicamen\:g por

una mezcla de alanina-adenosina como germinantes.




c) Las esporas latentes son muy resistentes a la desecacién, lo que
las convierte en un buen modelo para estudiar los efectos de la
concentracién de agua sobre el metabolismo celular en un sistema de
micelas invertidas.

d) La germinacién representa un "renacer" de la célula, durante el
cual se reinicia el metabolismo celular, observandose el 95 % de las
células germinadas en los primeros 10 a 15 min después de 1la
induccién de la germinaclioén.

e) La germinacién bacteriana y subsecuente “"outgrowth” son procesos
que se encuentran muy bien definidos, con una secuencia muy clara
de eventos bioquimicos, lo que permite tener marcadores
metabolicos para seguir su desarrollo y es acompafiada por drasticos

cambios morfoldgicos especificos.
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OBJETIVO

La pregunta importante en el caso de la solubilizacién de células
enteras en slstemas de micelas invertidas es hasta que punto el
metabolismo celular puede ocurrir en el seno de un sistema orgéanico
apolar. Que tanto podemos usar el metabolismo endégeno bacteriano
para catalizar transferencias quimicas con interés académlico y/o
econdémico,

El objetivo de este trabajo es demostrar que una respuesta celular
compleja como lo es la germinacién de esporas bacterianas, tiene
lugar en un medlo orginico apolar compuesto de isoctano, asolectina
y cantidades limitadas de agua. En este sentido y como se mencioné
en antecedentes, las esporas latentes se caracterizan por un estado
metabélico criptico. Durante la germinacién el metabolismo celular
se reinicia y este resurgimiento de actividades puede ser detectado
al estudiar los diferentes camlnos metébolicos secuencfalmente
reactivados. Una de las primeras actividades que se manifiesta, es
el inicio de 1la actividad respiratoria que se detecta en los
primeros minutos de 1la germinacién. También puede seguirse,
aprovechando técnicas de microscopia electronica, que permiten
detectar los cambios morfolégicos que sufre la espora (degradacién
de cubliertas y corteza, hidratacién del citoplasma celular, etc.).

Para el presente trabajo, se estudié la respuesta germinativa de
las .esporas de Baclillus cereus en un sistema orginico apolar
constituido por isoctano-asolectina y cantidades limitadas de agua.

La respuesta germinativa fue detectada funcionalmente, por 1la
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aparicién de - actividad respiratoria endégena que nos indica la
activacién de multiples vias metabdlicas. El proceso de germinacién
fue comprobado visualmente, a través de micrografia electrénica de
transmision, compérando los cambios morfolégicos ocurridos a la
espora latente en respuesta a germinantes especificos, tanto en un

medio acuoso como en el medio organico apolar.



MATERIALES Y METODOS

TITULACION POLAROGRAFICA DE OXIGENO EN SOLVENTES ORGANICOS

INDICE DE POLARIDAD Y SU RELACION A LA SOLUBILIDAD DEL OXIGENO.

La determinacién polarografica de oxigeno fue adaptada para
nuestras condiciones de medicién en solventes organicos apolares.
Utilizamos un electrodo de oxigeno estandar de Clark y un oximetro
modelo 53 (Yellow Springs Instruments); la caémara de reaccién
(Figura 5), debe tener 1las sigulentes caracteristicas: ser de
vidrio, ya que el uso de solvente puede producir dafio en la cémara,
con un volumen de 1.7 ml; estar dotada con una chaqueta por donde
circula agua y que servird para controlar la temperatura durante el
experimento ( en todas las mediciones fue de 30°C); un orificio
lateral por donde sera Iintroducido el electrodo, el cual estara
herméticamente ajustado con el mismo empaque de hule que sujeta 1la
membrana. Para evitar el intercambio de oxigeno entre la atmésfera y
la soluclién se utilizé un tapén de vidrio con un tubo capilar de 1-2
cm - de longitud, que es el conducto por donde se hicieron las
adicliones durante el registro y que se puede cerrar mediante 1la
introduccién de una punta cénica de plastico.

Se determiné la concentracién del oxigeno solubilizado tanto en
medio acuoso como en el medio apolar, en cuyo caso se utilizaron
diferentes solventes con distintas polaridades; como indice de

polaridad se utilizé el log de P (a mayor valor de log de P el
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FIGURA' 5. MODELO' DE LA CAMARA DE REACCION PARA  POLAROGRAFIA - DE
OXIGENO EN SOLVENTES ORGANICOS. Un electrodo tipo Clark es insefgado

dentro de la camara de vidrio (ver materiales y métodos).



solQente es' mas apolar), que es el coeficiente de reparto de un
solvente dado en una mezcla equimolar de octanol-agua. Los solventes
utilizados fueron : benceno, tolueno, ciclohexano, hexano e
isoctano. El electirodo de oxigeno se pone en contacto con el sistema
micelar hasta que se obtiene una lectura estable (entre 2 y 3 min);
este valor se considera el 100%. Entre cada medicidén, la camara es
lavada con etanol y él solvente correspondiente,

Para determinar la solublilidad del oxigeno en el solvente organico
se llevd al cabo la titulacién por los sigulentes métodos (17):

a) Titulacioén quimica de oxigeno con una solucién anaerdbica de
NaNZSZO4 (ditionita de sodio). La solucién de ditlonita (50 mM ) se
prepar6 en agua fria que fue llevada a anaerobiosis al burbujearle
nitrogeno duranté 15 min, envasada llenando una botella hasta el
cuello y tapada hermeticamente., De ;sta solucidén se toman alicuotas
de 3 pul para el medio acuoso y de 15 ul para el medio micelar
organico con una microjeringa atraves del tapdon, y se afiaden a la
camara de reaccién . Los camblos en el registro producidos por las
adiciones suceslvas de ditionlta se comparan y convierten a pgmol de
oxigeno, considerando que 0.5 mmol de ditionita consume una mmol de
oxigeno.

b) Titulacién enzimitica de oxigeno producido por 1a descomposicién
de HZOZ por catalasa de higado de res (18). Solucliones acuosas de
catalasa son llevadas a anaerobiosis por burbujeo con nitrégeno.La
reaccién se inicia con alicuotas del sustrato (10 pul) conteniendo
concentraclones conocidas de H,0, (9.2 a 2.0 pmol).. La concentracién
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que 1 nmol-.de HéOz‘prdducé'O.S nmol de oxigeno. (19).

OBTENCION DE ESPORAS.

Se obtuvieron esporas de Bacillus cereus utillizande una cepa
silvestire aislada y caracterizada por Andreoli.(z).>

Para 1la obtenclén- de esporas se utilizé un medio fermentable
(medlo G) (20); en este caso se aumentd la concentraciéon de
sacarosa, levadura y fosfatos al doble para mejorar el rendimiento
en la masa celular. La composicion del medio usado fue :

0.2 % de extracto de levadura.

0.2 %.de sacarssa.

0.2 % de (NH4)ZSO4.

0.1 % K, HPG,.

2 4
0.02 % MgSO4.
0.005 % MnSO4 T4 HZO.
0.0025 % CaClZ'Z HZO'
0.0005 % FeSO4 7 HZO.
0. 00002 % CoSO4 7 HZO'
0.0005 % ZnSO4 7 HZO.

Se realizaron cultivos aerdobicos en un fermentador de 25 litros de
capacidad construido por el Centro de Instrumentos de la UNAM, con
las siguientes condiciones de crecimiento: temperatura de 30 °c,-
agitacién a 250 rpm y un flujo de aire a través del medio de 8 a 12

litros/minuto. El indéculo utilizado fue del § % del volumen total

. T P S



del fermentador, que se obtuvo creciendo el bacilo en el mismo medio
hasta la etapa logaritmica de crecimiento. Antes de inocular el
fermentador se observan las células al microscoplo de contraste de
fases. El cultivo se dejé crecer durante 32-36 horas, hasta que al
microscopio de contraste de fases se observaron esporas libres.

Las esporas fueron cosechadas por centrifugacién en una centrifuga
marca Sharples de flﬁjo continuo, lavadas 8 veces con agua Yy

liofilizadas; se almacenaron a temperatura ambiente.

TRANSFERENCIA DE ESPORAS AL SISTEMA DE MICELAS INVERTIDAS

Para poder determinar la cinética de germinacién a diferentes
tiempos en medio acuoso (germinacién parcial en agua), se realizo
el siguiente esquema de transferencia. La germinacién en isoctano
se considerd como el tiempo O de germinacién ya que los germinantes

en solucidén acuosa son afiadidos después de 1la transferencia de la

espora al medio organico.

Bacillus cereus en crecimiento aerébico
en un medio de sacarosa-extracto de levadura
36 hrs de incubacién a 30°
esporas cosechadas y lavadas con agua

liofilizacién
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esporas secas

Germinacion Parcial
en agua /
6 mg de esporas secas

120 pl de germinantes*

15 a 20 seg a 30°C

1 % de azizectina/isoctano

sonicacién 2 min

respiracién

Germinacién en Isoctano

6 mg de esporas secas
1 % de azolectina/isoctano
120 jl de germinantes

Q&onicacién 2 min

respiracién

* Germinantes: Se utilizé una mezcla de alanina 40 mM, adenosina 2

mM disueltos en amortiguador de fosfatos 25 mM pH %; esta mezcla es
la m&s adecuada para obtener un alto rendimiento en la germinacién
de esporas para el caso de B. cereus {ver antecedentes).

Las concentraciones de germinantes, azolectina y amortiguador de
fosfatos que permitieron obtener una maxima germinacién celular

fueron calculadas en relacién al volumen total del sistema micelar.

MICROSCOPIA ELECTRONICA.
Esporas germinadas por 2 hs en el medio micelar en respuesta a la

mezcla de germinantes alanina + adenosina y a las que se les

n [




determiné actividad‘resplratorla, asi como esporas no germinadas (no
estuvieron en presencia de germinantes), fueron fijadas con una
solucién de glutaraldehido al 3 % en amortiguador de fosfato de
potasio 0.1 M pH 7.2 por 15 min y se centrifugaron en una
microcentrifuga Beckman modelo 152 durante 4 min. La preparacién se
dejé fijando durante 90 min mas, después de lo «cual el
glutaraldehido fue eliminado; las células se lavaron durante toda la
noche con el amortiguador solo. Se afiadi6é tetréxido de osmio al 2 %
en el mismo amortiguador y se Ilncubd durante 2 hr, después de lo
ctial el osmio fue desechado. Las células se lavaron 4 veces con el
amortiguador solo y se deshidrataron al pasarlas por concentraclones
crecient;es de etanol {(de 30 a 100%) y oxido de proplleno; se
incubaron en una resina Epon diluida en oxide de propileno 1:1 por

24 hr seguida de una polimerizacién'a 60°C durante 36 hr en resina
no diluida. Se cortaron bloques en un microtomo Reichert UMO3 con un
cuchillo de diamante Dupont obteniéndose secciocnes de grises a
plateadas, que fueron recogidas en mallas de cobre del No. 300, y
tefiidas con acetato de uranilo y <citrato de plomo de acuerdo a
Reynolds (50). Las secciones tefiidas fueron observadas en un

microscoplo electronico JEOL 100 B, operado a 60 kV.

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE CELULAS GERMINADAS POR PLAQUEO.

Para determinar cuantas células germinadas permanecian viables

después de su ‘transferencia a medio organico se plaquearon
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en medio de agaf nutflente. El numero de células viables obtenido
después de 1la transferencia a medio organico compuesto por
azolectina o una mezcla de azolectina Brij 36 T como tensoactivo, se
compard con el obtenido para células germinadas incubadas en un
medio acuoso.

Se tomaron 3 mg de esporas a las que se les agregaron 2 ml de
germinantes (alanina'40 mM mas adenosina 2 mM) disueltos en un medio
fermentable (medio G) y se incubaron 2 min a "30 °C. De esta
preparacién se tomaron 20pul para ser transferidos ya sea a 2 ml de
agua estéril 6 a 2 ml de medio micelar . Se probaron dos diferentes

1)- isoctano ¢ b)

medios micelares: a) azolectina (10 mg ml~
azolectina (10 mg ml_l)- brij 36 T (12mM)- isoctano. Inmediatamente
después de la transferencia una alicuota de cada muestra se diluyé
en el medio corfespondlente hasta Lna concentracién final de 10—8
veces y se sembraron 100 pl de estas diluciones en cajas de agar
nutriente (to); Las cajas se lncubaron a 30 °c durante 24 hr y se
contaron las colonias obtenidas. El resto de las muestfas se ilncubd
con agitacién a 30 °C. tomandose alicuotas de 100 pl para plaqueo a
las 12, 24, 48 y 96 hr y a los 8 dias; las preparaciones se

diluyeron y sembraron de la misma manera que Se hizo para to.

. .82

Y



EFECTO DE INHIBIDORES DE CADENA RESPIRATORIA SOBRE LA RESPIRACION

ENDOGENA DE ESPORAS GERMINADAS EN MEDIO MICELAR.

6 mg de esporas secas fueron incubadas durante 2 min en presencila
de germinantes (alanina + adenosina, disueltas en amortiguador de
fosfatos 25 mM pH 8); la preparacién fue transferida a azolectina
1 % - isoctano, y se midié la respiraciéon endégena. Sobre el trazo
se afladieron alicuotas de KCN o HOQNO disueltos en solucién acuosa,
l;)ara obtener las concentraciones requeridas (entre 0 y 500 mM en

base al volumen micelar total).

EFECTO DE UN SEGUNDO DETERGENTE EN EL SISTEMA MICELAR SOBRE LA

RESPIRACION ENDOGENA DE' ESPORAS GERMINADAS.

Para observar el efecto que tlene un segunde detergente
(cotensoactivo) como constituyente del sistema micelar, sobre la
respiracién enddégena de las esporas germinadas, 6 mg de esporas
secas fueron incubadas durante 2 min en germinantes (alanina +
adenosina, disueltos en amortiguador de fosfatos 25 mmM pH 8) y
transferidas ai medio micelar, constituido por azolectina 1 % -
isoctano; se midlé la respiracién endégena basal y sobre el trazo se
agrggaron alicuotas de solucliones concentradas de los diferentes
detergentes solubilizados en isoctano, para. obtener las
Vconcentraciones sefialadas (entre 0.1 y 50 mM segﬂnifu'era el caso,

considerando el  volumen total del sistema . micelar}. El efecto
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observado se compard con los resultados obtenidos cuande los mismos

detergentes se afladieron a un medio acuoso.




RESULTADOS

TITULACION POLAROGRAFICA DE OXIGENO EN SOLVENTES ORGANICOS.
INDICE DE POLARIDAD Y SU RELACION CON LA SOLUBILIDAD DEL OXIGENOC.

Se sabe que la solubilidad de oxigeno difiere segun el medio y las
céndlclones de medicién, por lo que fue necesario determinar su
solubilidad en el medio orgianico utilizado. Para  poder
determinarla se. llevé al cabo su tltulacién midiendo el
consumo ‘de oxigeno polarograficamente por medio de la reaccioén
quimica con ditionita y, enzimaticamente, midiendo la descomposicidn
de agua oxigenada por la accién de la catalasa de higado de res. En
la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos al hacerse la
determinacién en medio acuoso (A} y se comparan con los obtenidos al
utilizar un medio compuesto por 0.2 M de AOT/ tolueno/ agua (B). Los
trazos obtenidos son muy reproducibles y nos permitieron determinar
la concentraclién de oxigeno en el medio acuoso, que fue de 0.2mM , y
en tolueno, que fue de 1.4 mM. La solubilidad de oxigeno por lo
tanto, fue 7 veces mayor en tolueno, si se compara con la
determinada en medio acuose. El trazo C de la mlsm; figura muestra
la estabilidad del electrodo en el medic micelar, de dos maneras:
con el oximetro Abierto y a partir de donde la flgcha lo indica con
el oximetro cerrado; con oximgtro cerrado nos refererimos al momento

en que el capilar de vidrio es cerrado con una punta de pléastico
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FIGURA 6. DETERMINACION POLAROGRAFICA DE LA CONCENTRACION DE OXIGENO

EN BUFFER DE FOSFATOS 0.1 M pH 7 (A) Y EN TOLUENO CONTENIENDO H20

1.6 M Y AOT 0.2 M (B). La titulacidén de oxigeno fue hecha con una
solucién anaerdbica de Na25204. Los camblios .en las lecturas

causados por adiciones sucesivas de la solucién de Nazszo4
fueron comparadas y convertidas a pmol de 02 (ver materiales y
métodos)} asumiendo que el sistema acuoso contenia 0.2 pmol de 02
ml_l. El oxigeno producido por catalasa a partir de HZOZ fue
calculado a partir de los cambios en la concentracién de oxigeno
producidos por la adicién de cantidades conocidas de’ HZOZ. Los
medios organico y acuoso contuvieron. 17.5 y 7 ug de catalasa
respectivamente. lLos ensayos se realizaron a 30°Cc. El1 trazo C
muestra la estabilidad del electrodo en el curso de una hora,
midiendo una solucién micelar” qepletada de oxigeno por burbujeo con

nitroégeno; donde la flecha lo ' indica, la céamara fue cerrada

insertando una punta conica sellada en el capilar.



sellada.  Es claro que el trazo es muy estable y permitié la
medicion continua por periodos largos; debe notarse que la velocidad
de registro para éste ultimo experimento es muy lenta y por lo tanto
el registro abarca mas de 1 h de monitoreo.

Ademas de tolueno, hay algunos otros solventes de uso comun en
los estudios de enzimas en solventes organicos. Por esto fue
importante conocer si el uso del electrodo de oxigeno de Clark podia
extenderse a otros’ solventes organicos con diferentes polaridades.
Se decidid efectuar la titulacién de la concentracién de oxigeno en
diferentes solventes, en relacién con su polaridad, utllizando
micelas invertidas de 0.2 M de AOT solubilizado en los siguientes
éolventes : benceno, tolueno, ciclohexano, n-hexano, e isoctano; los
valores de concentracion de oxigeno obtenidos fueron graficados
contra su correspondiente valor de log P (indice de polaridad del
solvente; a mayor valor de log de P mas apolar es el solvente), como
se muestra en la Figura 7. Podemos observar que la solubllidad de
oxigeno en los diferentes solventes fue mayor conforme disminuye su
polaridad, mostrando wuna correlacién lineal entre el oxigeno

disuelto y la polaridad del solvente probado.
EFECTO DEL VOLUMEN DE LA POZA ACUOSA SOBRE LA SOLUBILIDAD DE
OXIGENO.

Uno de los fenémenos estudlados mas frecuentemente en  la

S
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enzimologia micelar es la dependenclia de la actlvldad'catalitlca de
la enzima solubilizada en relacién al tamafio de la poza acuosa (Wo).
La variacién en el Wo se puede dar de dos maneras: se mantiene
constante el volumen de la fraccién acuosa variandose la
concentracién de tensoactivo, 6 se aumenta el volumen de la poza
acuosa manteniendo constante la éoncentracién de tensoactivo.

Ya que la solubilidad de oxigeno en la fase organica es varias
veces mayor en relacién al agua, es importante conocer como el
aumento en el Wo, dado por un aumento en el tamafio de la poza
acuosa y manteniéndose constante la concentracién de tensoactivo,
afecta la solubilidad del oxigeno. Decidimos estudiar el efecto del
Wo sobre la solubilidad de oxigeno en un medio micelar compuesto por
AOT-isoctano y cantidades crecientes de agua. Los resultados se
muestran en la Figura 7 B. Se puede observar un efecto pequefio y
proporcional al incremento en el contenido de agua en el sistema
(Wo) sobre la concentracidon de oxigeno disuelto, a valores entre 2
y 60.

Una vez que el método fue calibrado, iniciamos el estudio de la
germinacién de esporas bacterianas, siguiendo como marcador la
respiracliéon. En todas las determinaciones se utilizé como solvente
isoctano y se sigulé el esquema de transferencia descrito en

materiales y métodos.
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FIGURA 7 A. TITULACION DE OXIGENO EN MEDIO MICELAR COMPUESTO POR
AdT/ AGUA Y DIFERENTES SOLVENTES. Las titulaciones se hicieron de la
misma manera, utilizando solventes con diferentes polaridades:
benceno (B), tolueno (T), hexano (H), ciclohexano (Ch) e isoctano
(I0). Se grafica la concentracién de oxigeno contra el log de P, que
es un indice de 1la polaridad del solvente (ver materiales . y
métodos]).

FIGURA 7 B. EFECTO DEL Wo SOBRE LA SOLUBILIDAD DE OXIGENO EN EL
MEDIO MICELAR. El medio micelar estuvo compuesto por AOT 0.2 M-
isoctano y cantidades crecientes de agua, para obtenerse los Wo
indicados. Se grafica con;entracibn de oxigeno contra valores
crecientes de Wo, indicandose los porceﬁtajes de'\ agua

correspondientes. Los ensayos se realizaron a 30%C.



ACTIVIDAD RESPIRATORIA DE ESPORAS GERMINADAS EN SOLVENTE ORGANICO.

En la literatura existen reportes con las condiciones éptimas para
la germinacién de esporas de Bacillus cereus en un medio acuoso.
Para determinar las mejores condiciones para la germinacién de
esporas en el solvente‘, se sigulé la actividad respiratoria y el
efecto sobre ella de diferentes concentraciones de germinantes (
alanina mas adenosina), tiempos de sonicacién para la transferencia
de las esporas al medio micelar, concentracién de asolectina y
concentracién del amortiguador de fosfatos utilizado; en algunos
casos se compara con los resultados obtenidos al .estudiar las
mismas variables en medio acuoso.

Los resultados se muestran en las, figuras 8 y 9. De estos
resultades determinamos que la maxima actividad respiratoria en el
solvente orgéanico ée observ 6 cuando las concentraciones de
alanina y adenosina son de 40 y 2 mM respectivamente, obteniendose
una curva de campana;, mientras que en el medlo acuoso, la actividad
respiratoria aumenté en forma lineal con la concentracién de
germinantes. En cuanto al efecto del tiempo de sonicacién sobre la
actividad respiratoria observamos que a tiempos cortos la actividad
es baja (no se muestra), para ir aumentando hasta llegar a los 2 min
de sonicacién, donde 1la respuesta respiratoria es maxima, vy
disminuir después, El efecto de la concentracion de asolectina
en el medio micelar, y el efectq de la concentracién de amortiguador

de fosfato, tanto en medio acuoso como en medio micelar,
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FIGURA 8. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GERMINANTES (ADENOSINA +
ALANINA SOBRE LA RESPUESTA RESPIRATORIA OBTENIDA DURANTE LA
GERMINACION, DE ESPORAS DE B. cereus, EN MEDIO ACUOSO (A) Y MEDIO
MICELAR (B). Se midié la respuesta respiratorié a diferentes
concentraciones de adencsina y alanina (germinantes), manteniendose
una relacién de 1:20. El medio micelar estuvo compuesto por 1 % de
azolectina-isoctano~ 6% HZO' mientras que el medio acuoso fue
amortiguador de fosfatos 50'r‘nM_‘ pH 7. El método de transferencia

usado fue el que se indica en materiales y métodos. Las medicignes

se hicieron a 30°C.
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FIGURA 9. OPTIMIZACION DE LA RESPUESTA RESPIRATORIA DE ESFORAS
DE B. cereus GERMINADAS EN UN MEDIO ORGANICO APOLAR BAJO DIFERENTES
CONDICIONES. Efecto del tiempo de sonicacién - durante la
transferencia (A), y efecto de la concentracién de fosfatos de
potasio pH 7 (C), en un medio micelar compuesto por 1 % de
asolectina—- isoctano- 6% de agua. Para determinar el efecto de la
concentracion de tensoactivo (asolectina) (B), se utilizé un medio
micelar compuesto por isoctano- 6% de agua y cantidades variables de
azolectina. El método de transferencia utilizado para todos los
casos es el reportado en materiales y métodos. En el caso del efecto
de 1la concentracic’m del buffg_rjde fosfatos pH 7 (C) se comparan
medio acuoso ( buffer a la concentracién sefialada) y medio micelar.

La temperatura utilizada para todos los ensayos fue de 30 °c.



mostraron también una respuesta en forma de campana, aungque con
diferentes méximos‘para los tres casos, encontrédndose la maxima
actividad respiratoria a una concentracién de azolectina de 10 mg
ml-l, y una concentracién de fosfatos de 25 mM para el caso del
medio micelar y de 50 mM para el caso del medlo acuoso. La ausencia
de azolectina en el sistema micelar no permitié observar respiracién
endbégena asociada a la germinacién de la espora bacteriana,
observandose precipitacién de las ceélulas.

Una vez determinadas las condiciones oOptimas de germinacién en
nuestro sistema micelar, decidimos analizar 1la cinética de
germinacién, sigulendo la actividad respiratoria.

En la Figura 10 se muestra la respuesta respiratoria asociada
a la germinacién, despues de lincubar por cortos periodos las
esporas de nuestro bacilo en 1la solucidén acuosa de germinantes
(alanina mds adenosina en amortiguador de fosfatos 25 mM, pH Sj

antes de su transferencia al medio micelar, por sonicacién durante

. 2 min. El punto marcado como to nos indicé que las esporas fueron

primero incluidas en el medio micelar, antes de adiclonar los
germinantes y sonicar. Dicho de otra manera, la germinacién de las
esporas de la condicidn to' fue 1iniciada en el medio orgénico
apolar, por adicién de los germinantes. En todos los casos se
presento actividad respiratoria; es interesante observar.que en los
tiempos marcados como to, tlS"’ y t30"’ la respiracién se inicid
lentamente, aumentando su velocidad con la 1nc9bac‘16n; este

resultado nos indica que el proceso metabdlico se inicié en el medio



acuoso y se continio en el solvente organico hasta llegar a su
maxima velocidad de respuesta, tal y como ocurre en el agua (ver
abajo). Es importante hacer hincapié en que la actividad
respiratoria observada es respiracién endégena, por lo que no se
presentaria de no ser que en el seno del solvente organico se estén
llevando al «cabo .un gran numero de reacclohnes enzimaticas
involucradas en 1la germinacién de la espora (ver antecedentes).
Estas reacciones enzimaticas permiten que sustratos como NADH, que
es utilizado por la cadena respiratoria, sea generado a partir de la
degradaciéon de sustratos, como el &cido 3-P-glicérico, que se
encuentran acumuiados en la espora latente (54).

En la figura 10 también se muestra (para comparacién), la cinética
obtenida en medio acuoso; a partir de la flecha el proceso fue
iniciado por la adicién de germinantes, lentamente al principio,
para alcanzar su maxima velocidad después de 10 min, de manera
muy semejante a lo ocurrido en el medio organico. A la derecha se
muestra una grafica que muestra el tiempo de germinacién permitido
en el medio acuoso antes de transferir al medio organico, de las
maximas velocidades alcanzadas para cada condicién mostrada en los
trazos. Debe notarse que la maxima velocidad en el caso del medio
micelar corresponde entre el 80 y el 904 de la actlvidad
respiratoria inducida, transcurrida y medida en medio acuoso.

En antecedentes se mencioné que el modelo de germinacién ~de
esporas bacterianas en solventg organico apolar, resulta interesante

para estudiar el efecto de la concentracién de agua sobre el
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FIGURA 10. CINETICA DE GERMINACION DE ESPORAS DE B. cereus.

RESPUESTA RESPIRATORIA EN MEDIO ACUOSO Y MEDIO MICELAR. El medio

micelar estuvo compuesto por 1 % de azolectina-isoctano-6 % de agua,

mientras que el medio acuoso fue un amortiguador de fosfatos 50 mM a

pH 8. La germinacién en el medio micelar se dié por incubacién de

las esporas liofilizadas (6 mg de peso seco) en presencia de los

germinantes (alanina 40 mM, adenosina 2 mM,

~+,amortiguador

disueltos en

de fosfatos 25 mM pH 8) durante los tiempos indicados;

el tiempo 0 es aquel en el cual las esporas fueron, transferidas al

medio micelar y después se afiaden los germinantes.

Para el medio

acuoso, la reaccién se inicidé por la adicidén de los germinantes a la

cémara conteniendo el amortiguador mas 2 mg de esporas (peso seco).

El método de transferencia utilizado fue el sefialado en materiales y

métodos. Los experimentos fueron efectuados a 30 °C El recuadro

muestira las maximas actividades obpenidas para cada experimento y la

linea discontinua muestra la maxima actividad respiratoria obteniQa

en medio acuoso.



metabolismo celular. Para poder hacerlo se germinaron esporas en
medio acuoso, incubadndolas en presencia de germinantes a 30°%
durantq 4 min, e inmedlatamente después se congelaron en nitroégeno
liquido y se liofilizaron. Las células germinadas secas fueron
transferidas al medio micelar conteniendo las concentraciones de
agua indicadas en la Figura 11. Como podemos observar en la figura,
la actividad respiratoria maxima se obtiene con 15 pl de agua mg"1
dé células secas, lo que correspondié a un 4.5 % del volumen total
del ensayo. Es importante sefialar que las células ensayadas
estaban inicialmente secas y por lo tanto, el agua requerida para
llegar a la maxima actividad catalitica considera un estade inlcial
seco para toda la estructura celular. Por otro lado, mucha del agua
afladida deblé formar parte de las micelas y por lo tanto no
participé directamente en el proceso de activaclén—h@drataclén de la

espora.

CAMBIOS MORFOLOGICOS ASOCIADOS A LA GERMINACION DE ESPORAS

La actividad respiratoria presente en el medio micelar, debe estar
asociada con cambios morfolégicos, que pueden ser determinados si se
analizan en el microscopio electrénico las preparaciones de esporas
germinadas en estas condiclones; ademds, estos cambios deben
asoclarse a los reportados en la literatura, que ocurren cuando son
germinadas esporas de B. cereus en medlo acuoso (52). Se observaron

muestras de esporas después de 2 hr de inducirse la germinacién en
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FIGURA 11. ACTIVACION POR AGUA DE LA RESPIRACION ENDOGENA DE CELULAS
GERMINADAS DE B. cereus. Las esporas secas fueron germinadas por
adicién de germinantes( alanina 40 mM y adenosina 2 mM disueltos en
amortiguador de fosfatos 25 mM pH 8) e incubadas durante 4 min;
inmediatamente después fueron congeladas en nitrégeno liquido y se
liofilizan. 6 mg de estas células se transfirieron al medio micelar
(ver materiales y métodos) compuesto por 1 % de azolectina- isoctano

y cantidades variables de agua. Se midié la respuesta respirator.i,a a

30 %



el medio micelar (Figura 12 A), que se compararon con esporas en las
que la germinaclén.no ha sido inducida (hay ausencia de germinantes)
(Figura 12 B). Si comparamos ambas preparaciones podemos observar
que en el caso de esporas inducidas a germinacién el citoplasma se
encuentré hidratado, dandose un aumento importante en su volumen; la
corteza ha sido colapsada y hay una resolucion de los componentes
celulares, en particular del area nuclear; la forma redondeada de la
eépora se plerde;'tendiendo a crecer polarmente, lo que indica un

avance hacia el crecimiento vegetativo

SENSIBILIDAD A INHIBIDORES DE LA RESPIRACION.

Quisimos estudiar si la actividad respiratoria observada en el
sistema micelar, conservaba sensibilidad a inhibjdores de la cadena
respiratoria, semejante a la que se presenta en medio acuoso. Para
probarlo se utilizé HOQNO, que es un inhibidor del complejo III, y
KCN, que es un inhibidor del complejo IV de la cadena. En la Figura
13 B se muestran los resultados obtenidos; la sensibilidad de 1la
actividad respiratoria al HOQNO fue alta, llegando a obtenerse una
inhibicién del 100 %; esto se debe a que el HOQNQ es un inhibidor a
nivel del complejo bcl, que es un paso de electrones compartido por
las diferentes oxidasas terminales presentes en el sistema
respiratorio del bacilo, por lo que se inhibe totalmente el consumo
de oxigeno (Figura 13 A). Papa el caso del cianuro, la cinética de

inhibicién fue pércial, debido a que las oxldasas terminales



FIGURA 12. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE ESPORAS DE B. cereus

GERMINADAS QUIMICAMENTE (ALANINA MAS ADENOSINA) (A) Y NO
GERMINADAS { AUSENCIA DE ALANINA MAS ADENOSINA) (B), EN MEDIO
ORGANICO APOLAR. Las esporas secas fueron germinadas por la adicién
de alanina mas adenosina, Iincubadas 2 min y transferidas al medio
micelar compuesto por 1 % de azolectina- isoctano~ 6 % de agua (ver
materiales y métodos); se siguié un control respiratorio durante 2
hr a 30 °C. Se tomé 1 ml del medio de reaccién que se prepard para
microscopia electrénica (ver_ materiales y métodos). La muestra
control de esporas no germinadas se traté de la mismﬁ manera perq‘en

ausencia de germinantes.



presentes en el sistema mostraron sensibilidades diferentes, siendo
el citocromo o resistente al efecto del cianuro, mientras que las

oxlidasas caa., y aa., son sensibles (Figura 13 A). Estos resultados

3 3

son semejantes a los obtenidos en medio acuoso para ambos
inhibidores (13}, lo gque nos indica que la sensibilidad a 1los

inhibidores se conserva en el sistema micelar.

EFECTO DE UN SEGUNDO DETERGENTE SOBRE EL SISTEMA MICELAR.

Como se menciond en la introduccién la composicién del sistema
micelar repercute directamente en 1la solubllidad, viabilidad y
expresién metabélica de células enteras.

Se ha reportado que la adiclon de un cotenscactivo a sistemas
micelares puede favorecer la transferencia de masa en las micelas de
dos maneras: los sustratos con una polaridad intermedia entre la
fase organica y la fase acuosa estan realmente locallzadqs en la
interfase; por otro lado 1la adicién de cotensoactivos también
aumenta la transferencia intermicelar de sustratos polares,
inducida por un aumento en la flexibllidad de la interfase de las
micelas invertidas por la intercalamiento de las moléculas del otro
tensoactive en la interfase (53). Quisimos observar el
comportamiento de nuestro sistema cuando 1lo enriquecimos con
detergentes de diferente naturaleza. La figura 1.4 muestra 1los
efectos de brij 36 T, triténlx 100 y Tween 20, que son detergentes

no ionicos; del AOT, que es un detergente anionico; y del CTAB, que '
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FIGURA 13 A. INHIBICION DE LA RESPIRACION ENDOGENA i)E ESPORAS DE B.
cereus GERMINADAS EN MEDIO MICELAR. Se germinaron 6 mg de esporas
secas por lncubacién durante 2 min en presencia de alanina 40 mM mas
adenosina 2 mM, disueltos en buffer de fosfatos 25 mM pH 8; las
células fueron transferidas al medio micelar compuesto por 1 % de
azolectina- isoctano- 6 % de agua (ver materiales y métodos). Se
midié la respuesta respiratoria en presencia de HOQNO o KCN a las
concentraciones sefialadas. La temperatura durante las mediclones fue
de 30 °c.

FIGURA 13 B. ESQUEMA DEIL SISTEMA RESPIRATORIO DE B. cereus. Se
sefialan los sitlos de la cadena respiratoria donde 'actﬂan los
inhibidores probados sobre la respiracién endégena.de las células en

el sistema micelar.
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FIGURA 14.EFECTO DE UN SEGUNDO DETERGENTE (COTENSOACTIVO), EN LA
RESPUESTA RESPIRATORIA DE ESPORAS GERMINADAS DE B. cereus EN MEDIO
MICELAR. 6 mg de esporas secas fueron germinadas por incubacién
durante 2 min en germinantes (alanina 40 mM mas adenosina 2 mM
disueltos en buffer de fosfatos 25 mM pH 8); las cé;ulas fueron
transferidas al medio micelar compuesto por 1 % de azolectina-
isoctano- 6 7% de agua; se midié el efectoc sobre la respuesta
respiratoria de brij 36 T, tritén X-100, tween 20, AOT y CTAB, a las
concentraciones sefialadas - (B).Se compara con los ‘resultados
obtenidos cuando los detergentes se agregaron en u;l medio ac(xgso

(buffer de fosfatos 50 mM pH 8, mas germinantes) (A).



es un detergente catiénico, sobre 1la respiracién de esporas
germinadas; los resultados se comparan con los obtenidos en un medio
acuoso. En agua, la actividad respiratoria fue inhibida en todos los
casos, siendo el efecto mis drastico el observado con los
detergentes carga&os (AOT y CTAB). En el sistema micelar observamos
que detergentes neutros a bajas concentraciones producen un aumento
en la actlividad respiratoria, como es el caso del Brij 36 T y el
tritén X 100, o bien tienen poco efecto como es el caso del tween
20; los detergentes ionicos como el AOT y el CTAB inhiben la
actividad respiratoria rapidamente; estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado en la literatura por Hiring (20), quien
menciona que detergentes neutros permiten la expresién de actividad
metabélica de células solubilizadas ep ellos.

Es mas evidente el aumento en la actividad respiratoria de las
células germinadas ‘cuando se utiliza el brij 36 T como cotensoactivo;
este hecho nos llevé a probar si este detergente podia ademds de
aumentar la respiracién, permitir un aumento en la viabilidad de las
células germinadas en el sistema micelar. En 1la Figura 15 se
muestran los resultados obtenidos cuando las esporas fueron
incubadas 2 min a. 30°C con germinantes disueltos en un medio
fermentable (medio G) y después transferidas a medios micelares
formados por azolectina-isoctanc 6 azolectina-brij 36 T-isoctano;
los resultados se comparan con los obtenidos cuando las esporas
germinadas se mantienen en mgdlo acuoso. Ambos medios micelares

permitieron una sobrevivencia mayor de las ceélulas germinadas (50 %
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FIGURA 15. SOBREVIVENCIA DE ESPORAS GERMINADAS DE B. cereus

TRANSFERIDAS A MEDIO MICELAR. EFECTO DE UN SEGUNDO DETERGENTE. 3 mg de

esporas secas fueron germinadas por su incubacioén, durante 2 min,
en presencia de 2 ml de alanina 40 mM m&s adenosina 2 mM, disueltos
en medio G; 20 ul de esta suspensidon se transfirié a : 2 ml de agua
estéril, 2 ml de 1% de azolectina- isoctano &6 2 ml de 1% de
azolectina- brij 36 T 12 mM- isoctano. Se tomaron alicuotas que se
diluyeron hasta lo—spara el caso del sistema micelar y hasta
10_7para el caso del medio acuoso; las diluciones se sembraron en
agar nutritivo y se incubaron .durante 24 hr a 30 °C. El resto de las
muestras se incubaron durante los tiempos indicad.os a 30 °C_‘ con

agitacién y después se plaquearon.



de células viables, a las 17 hr para el caso de azolectina- brij 36
T- isoctano y a las 38 hr para asolectina- isoctano), en relacién a
las obtenidas en medlo acuoso (50 % de células viables a las 8 hr).
Sin embargo es claro que el brij 36 T no favorecidé un aumento en la
viavilidad de las células germinadas en relacién al medio micelar

sin él; las células permanecieron viables durante mas tiempo cuando

se encuentran un medio micelar de azolectina.




DISCUSION

Existen reportes en la literatura en los que se menciona que
células microbianas transferidas a micelas invertidas, son capaces
de mostrar actividad metabdlica a partir de sustratos enddgenos o
exégenos. En relacién a esta actividad metabdlica se ha reportado la
utilizaciéon del electrodo de Clark para medir la respuesta
t‘eépiratoria de Saccharomyces cerevisiae usando como sustrato etanol
en micelas invertidas de tween 88-isopropilpalmitato (46).

Para el caso de bacterias, el presente trabajo es el primero que
demuestra que una respuesta metabélica tan compleja como lo es 1la
germinacién de esporas bacterianas, puede darse en un medio érganico
apolar en el que la cantidad de agua gs limitada.

La aplicacién del electrodo de oxigeno de Clark en un sistema
micelar compuesto de asolectina—isoctano y cantidades limitadas de.
agua, en donde el solvente orgéanico apolar constituye la fase
continua, nos permitid seguir la germinacidén de esporas de Bacillus
cereus inducida quimicamente por la mezcla de alanina-adenosina
en medio acuoso, monitoreando la activacién de uno de los eventos
metabdlicos tempranos de este proceso, la respiracién enddgena.

La secuencia de cambilos morfoléglcos {seguidos por microscopia
electronica), asi como los eventos metabolicos asociados a la
germinacién (seguidos por la aparicion de la respiracién endégena),
siguen el mismo orden descrito para la germinacién en medio acuoso:

activacién, germinacién y elongacién o “outgrowth". La activaci_ﬁn
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es provocada por' 15' inducciéﬁ quimica al adicionar germinantes
(alanina‘y adenosina) a nuestro sistema micelar. Durante el proceso
de germinacién 15 actividad metabélica se inicla rapidamente
aparecliendo compuestos de alta energia sintetizados a partir de las
reservas energéticas de la espora latente, ‘como lo es el acido
3-fosfoglicérico, que constituye entre el 3 y el S % del peso seco
de la espora; el piruvato generado a partir del acido
3-fosfoglicérico es metabolizade a acetato, via 1la piruvate
Jeshidrogenasa. con la produccién asociada de compuestos de alta

energia como acetil-coenzima A y NADH (53):

fosfoglicerato
mutasa
3-fosfoglicérico » 2-fosfoglicéricoe
plruvato
enolasa quinasa

2-fosfoglicérico—————afosfoenolpiruvato + HZO ——————piruvato
ADP
piruvato

deshidrogenasa

piruvato AcCoA + NADH + H' + €O,

NAD" CoA
El NADH generado es utilizado por la cadena respiratoria de 1la

célula, por lo que la aparicién de la respiracién enddgena en.'

nuestro sistema micelar a los pocos minutos de iniciada . la
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germinaclién, nos indica que todas estas reacciones enzimatlicas se
estdn efectuando en el seno del solvente orgidnico. De la misma
manera que es necesario generar el NADH como sustrato de la cadena
respiratorlia para poder observar respiracién endégena, es
indispensable que dicha cadena sea activa. Se ha reportado que la
espora latente tiene.un sistema de transporte de electrones lnactivo
(53); en reportes previos de este laboratorio (15) se ha determinado
due en la espora latente la inactivacion de la cadena respiratoria,
seguida como NADH oxidasa, se observa de manera simultanea a una
disminucién de siete veces en la concentracién de menaquinona, sin
camblos mayores en el contenido de citocromos y deshidrogenasa; la
adicién de menadiona, un andalogo funcional de la menaquinona,
restaura la respiracién dependiente de NADH y la reduccién de
citocromos. En los primeros minutos de la germinacidén la respiracién
dependiente de NADH y la reduccidén de citocromos es restaurada
simultaneamente con un incremento de 4 veces en el contenido de
menaquinona en la ceélula, sin observarse camblios significativos en
la concentraciéon de citocromos o en la de la deshidrogenasa. De
acuerdo con estos resultados, el hecho de <que la actividad
respiratoria endégena se presente en nuestro sistema micelar,
implica que la menadiona depletada durante la esporulacién fue
sintetizada en el sistema micelar durante los primeros minutos de la
germinacién.

En cuanto a los cambios morfolégicos asoclados al proceso de

germinacién en el medio micelar, pudimos observar el oscurecimiento
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de la espora, con disminucién de 1la corteza por empezar a ser
reasorbida o disuelta. Al permitirse la continuidad del proceso,
logramos observar células muy hinchadas, con la corteza ya muy
disminuida y una definicién de 1los componentes celulares como
ribosomas y material genético, que se asocian con el proceso de
elongacién o "outgrowth" que se observa en medio acuoso. Sin embargo
no fue posible lograr que el proceso se continuara hasta la primera
division celular. Sera. necesario buscar las condiclones necesarias
para lograr que el proceso se continie.

En cuanto al efecto de inhibidores de la cadena respiratoria sobre
la respiracidén endégena de las esporas germinadas, obtuvimos
resultados similares a los obtenidos en nuestro laboratorio en un
medio acuoso (13): el HOQNO, inhibidor del complejo bc‘z es capaz de
bloquear el consumo de 02 totalmente, ya que interfiere el paso de
electrones hacia las diferentes oxidasas terminales (i.e. citocromos

aa o y d) descritas para Bacillus cereus. El1 KCN por su parte

3
muestra una cinética de inhibicién parcial, que puede explicarse por
las diferentes sensibilidades que presentan las oxidasas al ihibidor,
slendo el citocromo o, resistente al efecto del cianuro, mlentras
que la clitocromo caay y aay son sensibles (15).

En cuanto a los requisitos necesarlos para que la germinacidén
pueda efectuarse en el seno del solvente organico, pudimos
determinar que el proceso no se observd si el medio micelar estaba

constituido por tensoactivos distintos a la azolectina (i.e. Brij 36

T, Tween 20, Trifbn X 100, CTAB o AOT); la presencia  de azolectina

AQ



en combinacién con cualquiera de los detergentes meclonados,
permitié que la germinacién se diera en el solvente organico,
seguida come respiracion enddgena, aunque tuvieron efectos distintos
en relacién con su carga: detergentes cargados, ya sea anidnicos o
catioénicos a ba jas concentraciones inhiben totalmente la
respiraciéon endégena , mientras que detergentes neutros como el
Tritén X 100 y el Brij 36 T a bajJas concentraciones, estimulan la
ébtividad respiratoria. Estos resultados concuerdan con los
reportados en la literatura (46) en los que se menciona que cuando
se transfieren células bacterianas o levaduras a sistemas micelares
compuestos por detergentes neutros o zwiterlonicos como 1los
fosfoliplidos, se puede observar actividad metabdlica, mientras que
detergentes cargados no permiten .dicha actividad. Otro de los
requisitos importantes en la germinacidén de una espora latente es la
hidratacién del citoplasma celular. En nuestro sistema micelar
fuimos capaces de determinar que la concentracién de agua necesaria
para obtener una maxima respiracién endogena fue de 4.5 % en
relacién al volumen total de ensayo; de esta cantidad de agua, una
parte, no sabemos cuanto, constituyé el centro acuosoe de las
micelas, mientras que el resto fue el agua requerida para la
hidratacién del citoplasma de la célula, proceso indispensable para
que se pueda observar la germinacién. El cambio de solvente organico
de 1isoctano a tolueno (de mayor polaridad), no permite  la
germinacién de la espora; gste hecho ha sido explicado por 1las

caracteristicas polares de los solventes, observédndose que, los
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sistemas micelares constituidos por solventes organicos apolares, en
general pemiten una mayor viabilidad de las células solubilizadas en
ellos.

En cuanto a la estructura de los agregados de fosfolipidos
formados en el sistema micelar existe muy poca informacion. Uno de
los primeros intentos .para determinar dicha estructura involucraron
estudios de la presion osmética y el coeficiente de difusién de
azolectina en benceno (11). Se encontraron dos tipos de micelas
invertidas en este sistema: micelas pequefias formadas por
aproximadamente cuatro moléculas de azolectina con un peso molecular
de cerca de 3 180 D, y micelas grandes {ormadas por cerca de 70
moléculas de azolectina con un peso molecular de 55 000 D. De
acuerdo a sus cadlculos teéricos, ellos sugieren un arreglo de los
mondémeros en forma laminar para las micelas invertidas de azolectina
en benceno. Los mismos autores (11) utilizando difracciéon de luz
estudian las micelas invertidas de azolectina en alcoholes
alifaticos. Sus resultados indican que conforme la polaridad del
solvente disminuye, el tamafio de la micela invertida aumenta vy
proponen un arreélo como "bastén”" de las moléculas de azolectina en
las micelas invertidas para el caso de solventes apolares. Por otro
lado Scartazzinl y Luisi (52) proponen que conforme se aumenta la
concentracién de agua en los agregados que forman las moléculas de
azolectina dentro de las micelas invertidas cilindricas, se inicla
el entrecruzamiento entre e11a§ hasta dar lugar a una estructura

similar a una malla dinamica (organogeles). Nosotros proponemos un



arreglo estructural para las esporas en nuestro sistema micelar en
el que estas se encuentra individualmente rodeada por micelas
invertidas grandes y en forma de bastén (el lsoctano es mas apolar
que el benceno), obteniendose un arreglo en forma de “"domo" (Figura
16).

La relevancia blotecnoldogica de células inmobilizadas en micelas
invertidas esta basada en la posibilidad de extender la
miérobiologia a medios organicos apolares, haclendo posible las
biotransformaciones de sustancias insolubles en agua.

Existen reportes en la literatura de trabajos con
levaduras, entrecruzadas por medio de glutaraldehido, que han sido
usadas para catalizar la hidrélisis enantioselectiva de derivados de
aminodcidos en medios micelares(46); el hecho de que la reaccioén se
lleve al cabo en medio organico permite la separacién en dos
diferentes medios del D-ester que no reacciond y del L-icido que
puede ser extraido en agua de la solucién micelar, siendo 1la
enantioselectividad de mas del 98 %. También se ha logrado 1la
sintesis de enlaces peptidicos utilizando levaduras en medios
organicos(46); las células fueron inmobilizadas en camas de alginato
de calcio. Este sistema es andlogo a 1la sintesis peptidica
catalizada por protéasas solubilizadas en un sistema micelar, con la
ventaja de que no es necesario afiadir las enzimas puras al sistema,
ya due la célula contiene toda la maquinaria metabolica necesaria
para la transformacién. El rendimiento de la . reacclidn inicial en el

sistema con levaduras es del doble comparade con él obtenido en
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medios acuosos.

Otra de las aplicacliones de 1la microblologia en solventes
organicos es la utlilizacién de levaduras suspendidas en un medio
micelar para la reduccién de f-ceto-esteres y la hidrélisis del
éster para generar productos opticamente activos; en este sistema
utilizan azolectina como tenscactivo, en un medio organico al que no
se afiade agua. El rendimiento de las diferentes reacciones
involucradas en la transformacion sobrepasa el obtenido en agua
(46), y se dan una vez mas por la utilizacién de la maqulnaria
metabélica celulér. Una de las aplicaciones mas obvias es la
degradacion de contaminantes derivados del petréleo por células
solubilizadas en el medio organico, que son capaces de utilizar al
solvente por si mismo como fuente primaria de energia (47).

Por otro lado, una de las perspectivas a futuro de mayoer interés
de este tipo de estudios es la aplicacién de la ingenieria genética
en células bacterianas solubilizadas en solventes organicos. El
grupo de Arnold (10) ha reportado la obtencién, por medio de
manipulacidén genética, de wuna clona obtenida a partir de B.
subtilis, que es capaz de exhibir una actividad de subtilisina E
significativamente mayor a la que se obtiene con una cepa silvestre,
cuando se encuentran en un medio organico polar (10 % de
dimetilformamida). La clona es obtenida por mutagénesis al azar y un
procedimiento de barrido en placa o seleccién de 1las clonas que
expresan una mayor actividad proteolitica,

Estos resultados abren una gran posibilidad de aplicacidén en
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biotransformaciones, cuando se utilizan células bacterianas
modificadas genéticamente para sobre-expresar una actividad

catdlitica de interés en medios organicos.
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CONCLUSIONES

1) En este trabajo se muestran evidencias claras de que procesos
metdbolicos complejos, que involucran un gran numero de reacciones
enzimaticas y caminos metabdlicos, como es la germinacién de egporas
bacterianas, pueden llevarse al cabo en el seno de solventes
organicos, obteniéndose un rendimiento de entre el 80 y el 90 % en
relacién a lo que se obtlene en medio acuoso; este hecho demuestra
que una célula bacteriana puede mantenerse activa y por tanto
suceptible de ser usada en blotecnologia, cuando las condiciones de
trabajo requieran que la actividad metabdllica este presente en
medios organicos apolares.

2) El sistema micelar usado estuvo formado por asolectina,

isoctano y cantidades limitadas de agua. La presencia de asolectina,

que es un tensoactivo zwitterldnico, permite la expresiéon de la

actividad respiratoria que no se presenta en el caso de otros
detergentes ya sean anidnicos, cationicos, & neutros. La adicién de
tensoactivos neutros como cosurfactante, a nuestro sistema micelar,
sobre todo en el caso de brij 36 T, produce un aumento en la
actividad respiratoria de las esporas germinadas, pero no mejora la
viabilidad de 1las células.

3) La secuencia de cambios tanto fisioldgicos, medidos como
actividad respiratoria y su sensibilidad a inhibidores, asi como
morfolégicos, observados por microscopia electrénica, siguen los

mismos patrones descritos para la germinaclén en medio acuoso.
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